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TITLE 

Vaccine against Salmon Rickettsial Syndrome based 
on DNA fragments that code for the soluble lytic 
transglycosidase (SLT70) and membrane lytic transglycosidase 
(MLTB) proteins of Plscirickettsia. salmonis or an immunogenic 
region thereof, 

ABSTRACT 

A DNA vaccine for inducing an immune response to 
Piscirickettsia salmonis in vertebrates , especially in 
aquaculture species, such as the Coho salmon {Oncorhynchus 
kisutch) , the Atlantic salmon {Salmo salar) , the Chinook 
salmon (O. tstia-wytscha) or the trout (O. inyJciss) , based on a 
DNA fragment that codes for the soluble lytic 
transglycosidase and/or membrane lytic transglycosidase 
proteins. The method of preparation of this DNA vaccine 
against Piscirickettsia salmonis that comprises the following 
stages: a) Cloning the DNA fragment that codes for the 
soluble lytic transglycosidase (.SLT70) and membrane lytic 
transglycosidase (MLT) proteins of Piscirickettsia salmonis 
or an immunogenic region thereof, b) Inserting it in a 
suitable plasmid vector for inducing an immune response to 
Piscirickettsia salmonis in vertebrates. 

The invention also describes the use of this DNA 
fragment in the production of a genetic vaccine against 
Piscirickettsia salmonis in vertebrates and a vaccine based 
on a recombinant protein prepared from this fragment- 
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DESCRIPTION 

Field of the invention 

The present invention relates to a DNA vaccine for 
inducing an immune response to Piscirickettsia sa.linonis in 
vertebrates, especially in aquaculture species, such as the 
Coho salmon, the Atlantic salmon, the Chinook salmon or the 
trout, based on a DNA fragment that codes for the soluble 
lytic transglycosidase and membrane lytic transglycosidase 
proteins of P. salmonis, and the method of preparation 
thereof- The invention also describes a DNA segment for use 
in the production of a vaccine against Piscirickettsia 
salmonis in vertebrates and a vaccine based on a recombinant 
protein prepared from this oligonucleotide. 

BACKGROUND 

Description of the prior art 

SALMON RICKETTSIAL SYITOROME (SRS) 

The intracellular bacterium Piscirickettsia 
salmonis, the causative agent of the disease called Salmon 
Rickettsial Syndrome (SRS) , has been, since just before its 
identification (Fryer et al,, 1990), an increasing problem 
for the salmon industry in Chile. Initially described as a 
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pathology that only affected the Coho salmon, it then spread 
to the trout and to the Atlantic salmon. However, the 
situation was made worse not only by the spread of the 
disease to other salmonid species cultivated in this country, 
but also because during the past decade this disease has 
become more virulent, and year after year the associated 
mortality, the costs of treatment and the effects on 
productivity and on the quality of the final product have 
increased. 

Measures for mitigating the disease that are 
currently employed at cultivation centers are mainly based on 
treatments with antibiotics and other management measures 
such as the application of rest periods between productive 
cycles, in order to avoid horizontal transmission, the use of 
some commercially available immunostimulants, and limitation 
of vertical transmission, by means of expensive methods of 
reproductive selection. In the absence of effective vaccines, 
the steps enumerated above are the only weapons that the fish 
fairmer has used for limiting the effects of the disease. 

Not all of these methods are fully developed, nor 
fully incorporated in the production methodologies, and in 
some cases they are not applied completely or correctly. The 
end result is the appearance of strains of Piscirickettsia, of 
greater virulence, and interaction with other bacterial, 
viral and parasitic diseases that have been added year by 
year to the list of diseases that the fish farmer has to 
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contend with. This explains why the situation has worsened 
over the years - 

There is still no real solution to Salmon 
Rickettsial Syndrome, Treatments with antibiotics are 
becoming less and less effective. Their sjuccessful 
application is uncertain and there is only a response when 
they are applied very early, and in many cases the 
administration of the antibiotic by injection is the only 
feasible solution- In the medium term, the only viable 
solution will be to use vaccines for immunizing the fish, 
before they are exposed to the conditions of marine 
Gultivation^r where horizontal propagation of the disease is 
very efficient , since the survival of the bacterium in fresh 
water is very low. 

The vaccines currently being marketed consist of 
bacterins with restricted use and with scant documentation 
regarding their efficacy. Furthermore, the production of 
bacterins for SRS is very expensive, owing to the complexity 
of the system for cultivation of the pathogen. The in-vitro 
production of Piscirlckettsia, an obligate intracellular 
bacterium, requires the inoculation of the bacterium on a 
culture of the appropriate cell line. The fact that these 
bacterins are produced in the complex systems just described 
has effects on the level of control of the antigens produced; 
thus, it is possible that the bacteria grown do not contain 
the antigens or do not contain them at the level required for 
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inducing the desired protection. An alternative to bacterins 
is the directed production of antigens, by cloning the genes 
that encode the desired antigens of the pathogen in a 
bacterium that is easier to cultivate, for producing the 
antigens. The production of vaccines by this technique gives 
rise to what are known as recombinant DNA vaccines. There are 
two possible presentations for this type of vaccine: 
suspension of attenuated cells in a suitable type of 
coadjuvant {generally of the oily type) , or suspension of the 
fractionated antigens from the cultivated bacterium in a 
suitable coadjuvant. In both cases some postvaccination side 
effects are to be expected, manifested as a decrease in 
growth for some weeks following vaccination, and some 
peritoneal adhesions, that might affect the quality and/or 
growth of the fish. The latest generation of vaccines are the 
DNA vaccines, consisting of injection of minimal amounts of 
genetic material that encodes specific antigens of the 
pathogen. In this way, the host begins to produce the encoded 
antigens in situ. The genetic material introduced will have 
an average life; of a few days, after which it disappears, 
after fulfilling its function. 
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ANALYSIS OF THE PRIOR ART 

VACCINES IN AQUACULTURE, VACCINES FOR SRS 

General background 

The national salmon industry has now developed into 
an important source of foreign currency for this country, 
generating employment and permitting the development of other 
companies associated with the sector. In 1998, the net 
national production of salmon and trout reached a volume of 
181 600 tons, generating foreign currency to a total of US$ 
713-5 million (see Salmonoticias No. 72; p. 4-6; 1999). 
However, this activity has not been without problems, and to 
the accusation of dumping and the sharp decline of the 
Japanese market, the main destination of Chilean salmon, must 
be added the economic losses arising because the salmon are 
dying. The mortality of salmon in captivity is due to various 
factors, among which we may mention the activity of 
predators, poor sanitary procedures, and the high density of 
fish per cage. Nevertheless, it is diseases, and principally 
those caused by infectious agents, that are characterized by 
causing massive losses (see Salmonoticias No. 71; p* 12-13 
and No. 72; p, 18-19; 1999). At present the Specimens 
produced in Chile are mainly attacked by microorganisms such 
as Renibacterium salmoninarum, the causative agent of BKD 
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(Bacterial Kidney Disease) and another of a rickettsial 
nature such as Piscirickettsia salmonis that is the causative 
agent of rickettsial syndrome of salmonids, a pathology that 
has undoubtedly caused the greatest losses for the salmon 
industry in Chile- The amount of money that is lost due to 
this disease has been evaluated at more than US$ 10 0 million 
annually, if we include both the direct costs in terms of 
mortality, treatment, feeding, as well as the loss of 
potential profits (Obach A., et al., 1998), Another 
infectious agent that is causing problems in this sector is a 
virus belonging to the genus Birnaviridae known as Infectious 
Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) {Bruno D., and Poppe T*, 
1996) • This virus possesses a double -stranded RNA that causes 
a serious clinical picture in the fish infected, resulting in 
substantial mortality (Bustos P., et al . , 1999). More 
recently, there are fears concerning the appearance of 
another virus that causes infectious anemia in salmon or ISAV 
(see Salmonoticias No. 71; p. 11; 1999 and Cassigoli J. , 
1999) - Finally, the mycotic agents, such as those belonging 
to the genus SaprolBgnia, are also a constant threat to all 
the species of salmonids grown in Chile (Enriquez R,, 1999). 

Salmon Rickettsial Syndrome appeared for the first 
time in 1989 in the south of Chile and was reported in Coho 
salmon {Oncorhynchus kisutch) , but it was then found that it 
also affected the Atlantic salmon {Salmo salar) , Chinook 
salmon (O. tshawytscha) , rainbow trout (O. mykiss) , among 
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other species of salmonids (Bravo and Campos, 198 9) . The 
clinical signs that characterize a fish affected with 
rickettsial syndrome are swimming on the surface of the 
water, lethargy, anorexia, approaching the shore, impact 
against the walls of the cages and darkening of the skin. The 
most important macroscopic external lesions include 
desquamation, paleness of the gills, ecchymotic hemorrhages 
and petechiae at the base of the fins, skin nodules and 
ulcers, and the hematocrit levels reflect severe anemia 
(Elizalde J. , 1993). Autopsy of the abdominal cavity iDften 
reveals the presence of ascitic liquid, nephromegaly and 
splenomegaly, whitish nodules in the liver, presence of a 
p.seudomembrane in the heart and petechial hemorrhages in the 
stomach, intestine, swim bladder, muscular and visceral fat. 
In the majority of cases, the intestine is filled with 
yellowish mucous contents and the stomach with a clear, 
seromucous liquid. From the histopathological standpoint the 
main lesions correspond to necrosis in various organs and 
tissues/ with the kidney, liver, intestine and brain being 
the most affected. In addition, macrophages containing 
microorganisms within the cytoplasm may be found (Larenas et 
al. , 1998) . 

The etiological agent of this syndrome was 
identified for the first time in 1990 by Fryer {Fryer et al . , 
1990) ; however, it was not until 1992 that the relation of 
this bacterium with other species of rickettsias could be 
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established more specifically, determining, from the sequence 
of the 16S RNA gene," the origin of a new genus and a new 
species that was named Piscirickettsia sa.lmonis (ATCC UR 
1361) (Fryer et al . , 1992; Fryer, 1997). The bacterium is 
characterized by being Gram- negative, pleomorphic, immobile, 
nonencapsulated, coccoid, varying in size between 0.5 and 
1-5 jLtm. In culture, this pathogen only grows in salmon cell 
lines, such as CHSE-214 cells, within cytoplasmic vacuoles 
associated with others forming clusters of bacteria, although 
it has also been obseirved as isolated rings. It stains with 
Giemsa's reagent, hematoxylin-eosin, methylene blue, among 
others. Using electron microscopy, it was observed that this 
bacterium has two membranes, one external undulating and one 
internal cytoplasmic/ as has been observed in other 
rickettsial agents. Using the same technique, it was possible 
to demonstrate the presence of structures similar to 
ribosomes near the plasma membrane, a fibrillar DNA in the 
central region and electron-dense spherical structures 
(Larenas et al*, 1998) • 

Preventive measures 

SRS has now been controlled partially by the use of 
antibiotics, which have not proved completely effective in 
combating the disease. Antibiotics with better prospects for 
the treatment of SRS include the quinolones, on account of 
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their broad spectrum, low CMI and intensively bactericidal 
action. However, these drugs have side effects, such as the 
development of resistance in the pathogens, toxicity, 
hypersensitivity and immunosuppression (Arriagada R,, 1996). 
The use of antibiotics has problems connected with 
regulations approved in 1997 by the FDA of the United States 
of America and by the European Economic Community that will 
require that all products from aquaculture will have to reach 
their respective markets without residues of antibiotics. 
This will undoubtedly be a problem for Chilean producers, 
bearing in mind that in Chile, 80% of the antibiotics 
available on the national market are intended for combating 
P- sa.lmonis (see Aquanoticias No. 37; p. 20; 1997) . 

Bacterins and vaccines based on recombinant proteins 

Recently, Smith et al - (1997) described the results 
of partial protection obtained on immunizing Coho salmon with 
a conventional bacterin for P. sa-lmonis, prepared with the 
ATCC strain of the pathogen grown in CHSE-214 cells and then 
fixed with paraformaldehyde. The fish were challenged 
naturally, that is by transferring them after smolting to a 
site with endemic piscirickettsiosis . 

Gaggero submitted . in 1995 a Chilean patent 
application (Gaggero, 1995) relating to a method of 
production of a vaccine against Salmon Rickettsial Syndrome 
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produced by the bacterium Piscirickettsia salmonis. The 
method described in said patent application comprises a 
process for production of an inactivated vaccine of the 
bacterin type. For this, initially the bacterium must be 
propagated in fish cell cultures and, once purified, it is 
inactivated and diluted in a suitable solvent, and is then 
ready for use by inject ion • 

Vaccines based on recombinant proteins are another 
possibility- If we succeed in identifying antigens involved 
in the humoral and/or cellular immune response of salmonids 
against P. salmonis^ it is possible, using the methods of 
molecular biology, to clone and express these molecules in 
suitable vectors, whether in bacteria, yeasts or animal 
cells, and then study their protective character. Methods of 
this type have been used in the investigation of numerous 
pathologies that affect humans, and among them, some of the 
diseases that are caused by bacteria of the genus Rickettsia, 

In the case of scrub typhus (tsutsugamushi fever) , 
caused by R. tsutsugamushi ^ it was determined that two 
polypeptides are present, with molecular weights of 56 and 58 
kDa, localized on the surface of the bacterium, which are 
said to be predominant in the infection (Tamura et al . , 1985) 
and whose genes have been cloned {Stover et al , , 1990 a). In 
the case of Rocky Mountain fever, caused by R. rickettsiif 
the gene for a protein of 155 kDa, localized in the cell wall 
of the bacterium, has been identified and cloned, and the 
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presence of heat -sensitive epitopes has been determined using 
monoclonal antibodies. This antigen, when inoculated in mice, 
protects them from the lethal effect of the bacterium 
(McDonald et al,, 1987). It is interesting to note that a 
similar protein of 155 kDa has been identified in Rickettsia 
conorii and the gene that encodes it has been cloned and 
expressed in E* coli. When guinea pigs are inoculated with a 
lysate of the recombinant bacterium, protection is obtained 
against infection with the homologous strain of Rickettsia 
conorii as well as partial protection "against experimental 
infection with a heterologous strain like -Rickettsia 
rickettsii (Vishwanath et al • , 1990). 

DNA vaccines 

The development of new strategies of vaccination 
against P. salmonis is justified by the fact that to date the 
disease has not been controlled and only one commercial 
vaccine of the bacterin type is approved at present, but its 
results are controversial for experts in animal health with 
reference to SRS (see Aquanoticias No. 47; p. 7; 1999) . There 
are several vaccines at the experimental stage, five of them 
are of the bacterin type, one is an isolated protein 
(purified antigen) and one is based on recombinant DNA (see 
Aquanoticias No. 47; p. 9; 1999), The production of a vaccine 
of the bacterin type involves the culture, purification and 



- 13 - 

subsequent inactivation of the bacterium. The cultivation 
process can take up to 2 weeks when there are no problems of 
contamination^ a fact that is not trivial when dealing with 
the cultivation of a bacterium that in cell culture is 
practically sensitive to all antibiotics. The purification 
process is expensive, slow and unsuitable for scaling-up as 
would be required for mass vaccination of millions of salmon. 
It has also been demonstrated that vaccination with bacterins 
requires adjuvants for potentiation of the immune response of 
the fish and booster doses, a situation that leads to 
rejection by the salmon farmers because it involves double 
manipulation of the fish, which can generate such a high 
level of stress that it can cause higher mortality than might 
result from a possible outbreak of SRS (see Aquanoticias No. 
47; p, 8; 1999) . Moreover, no works are known in which it is 
demonstrated that bacterins are able to induce cellular 
immunity, which is very important when dealing with pathogens 
that live within the cell, such as P. salmonis. On the other 
hand, vaccination with pure antigens also leads to problems, 
among which we may mention the fact that they are proteins, 
usually obtained from recombinant DNA, that are cloned and 
expressed in microorganisms, generally produced within 
inclusion bodies, from where they must be recovered and 
purified, a process that takes time and increases the costs 
of production- Moreover, once obtained, the proteins must be 
kept cold for optimal functioning, so that they are not 
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practicable in regions that lack cold chain systems. Other 
vaccination systems such as those based on viral vectors, 
have the shortcoming that they may be inefficiently 
attenuated and may revert to a virulent strain (Hilleman R,, 
1995) . Moreover, since they have to be incorporated in the 
host's genome they may cause undesirable mutations (Kurth R., 
1995) . 

The technology of vaccination with nucleic acids 
relates to the method by which an immune response to a 
protein expressed "in vivo^ is induced after the/introduction 
of an oligonucleotide sequence that codes for this protein. 
This technology is radically different from the classical 
vaccines that contain the immunogenic material, either in the 
form of an inactivated pathogenic agent or more recently as a 
subunit of the pathogenic agent, either purified from the 
pathogen or produced by recombinant DNA or by chemical 
synthesis of peptides. The possibility of developing vaccines 
based on nucleic acids dates back to 1990 when Feigner and 
co-workers (Wolff et al . , 1990; Feigner et al - , 1995) 
described how the injection of reporter genes in muscle cells 
resulted in the expression of the proteins encoded by the 
genetic material. Two years later Tang and co-workers (Tang 
et al . , 1992) demonstrated that the immunization of animals 
with microspheres of colloidal gold covered with plasmid DNA 
led to the appearance of an immunogenic response in the 
animals to the proteins encoded by the injected DNA. Later 
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on, Liu and co-workers (Ulmer et al . , 1993) demonstrated that 
the immunization of animals with DNA that encodes proteins of 
the influenza virus induced protective immunity to the 
pathogen. In these experiments, mice were immunized with 
plasmid DNA containing an insert encoding the proteins of the 
virus, which developed a humoral and cellular immune response 
that was sufficient to protect the animals from a lethal 
challenge with the influenza virus. Recently, several 
investigators have reported the efficacy of immunizations 
with DNA for inducing protective immune responseis in animal 
models of several infectious diseases, some of which include 
intracellular pathogens like P* salmonis. These include 
influenza (Ulmer et al . , 1993; Montgomery et al . , 1993; 
Robinson et al . , 1993), (Xiang et al,, 1994), malaria 
(Sedegah et al . , 1994; Hoffman et al., 1995), leishmaniasis 
(Xu et al., 1994), papilloma virus (Donnelly et al . , 1995), 
herpes (Mc Clements, 1995; Rouse, 1995), tuberculosis (Lozes 
E. et al . ;. Lowrie D, et al. 1997) and bovine herpes virus 
(Babiuk et al,, 1995). 

The nucleic acid vaccines can be based on RNA or on 
DNA, although the vast majority of the studies conducted in 
animals to date were based on DNA. Although messenger RNA is 
undoubtedly more attractive from the standpoint of the low 
possibility of integration in the genome, it does not appear 
to be the vehicle of choice owing to its instability and 
greater difficulty of production. 
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Two factors have to be taken into account when 
considering what type of tissue is best for immunizations 
with DNA vaccines, namely the level of antigen expressed and 
the accessibility of the antigen to the immune system. The 
amount of antigen produced will depend on the amount of DNA 
incorporated in the cells, which in its turn depends on the 
type of cells and on the formulation of the DNA. The level of 
expression will depend partly on the activity or potency of 
the promoter and on other genetic elements that optimize the 
transcription and translation -occurring in the vector. For 
one and the same promoter/ this activity can vary in 
different tissues. The expression vectors possess an 
efficient promoter, which are usually viral promoters such as 
those of the human cytomegalovirus, simian virus 40 (SV4 0) , 
Rous sarcoma virus (RSV) . These promoters are not tissue- 
specific, they have constitutive expression, and can be 
replaced by species- and tissue-specific promoter/ enhancer 
elements as is the case with the /3-actin gene of the carp 
Cyprinus carpio {Liu Z. et al . , 1990). Moreover from a 
region that contains sequences for multiple cleavage with 
various restriction enzymes, the vectors possess a 
polyadenylation site, for increasing the stability of the 
mRNA. The polyadenylation sequence of the bovine growth 
hormone gene, BGHpA, is usually employed for this purpose 
(Donnelly J,, et al . , 1997). They must also possess a 
prokaryotic replication origin, for efficient propagation of 
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the plasmid in competent E. coli cells. The commonest 
selection markers carried by the plasmid expression vectors 
used in DNA vaccines are ampicillin or kanamycin. It was 
found experimentally that if an intron (noncoding sequence) 
is inserted between the promoter region and the 
polyadenylation sequence, the efficiency of expression of the 
vector is increased by several times (Bariry M., and Johnston 
S- , 1977) . 

The accessibility of the antigen to the immune 
system is another important variable that will depend on its 
presentation. To induce a humoral type of response, the 
antigen will have to be presented on the surface of the cell 
transfected with the DNA or secreted and processed by antigen 
presenting cells, which will depend on the type of vector 
used. To induce a cellular response, it will be necessary to 
induce suitable presentation of peptides derived from the 
antigen by molecules encoded by the MHC of the host system 
(Donnelly J., et al., 1997), (Sewell A., et al . , 1999; 
Whitton J,, et al . , 1999). 

The transfer of nucleic acids to the vaccinated 
animal or individual can be carried out in various ways. The 
formulation most commonly used is the transfer of plasmid DNA 
or of DNA contained in a viral vector (adenovirus, 
retrovirus, vaccinia, herpes, etc.), Plasmid DNA offers 
several potential advantages as it is very stable and easier 
to prepare reproducibly . Moreover, in contrast to viral 
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vectors, plasmid DNA is usually designed to remain in 
episomal form, i.e. without the capacity for being integrated 
into the genome of the animal . Many of the viral vectors 
generally require integration in the genome, which might lead 
to activation of oncogenes or inactivation of tumor 
suppressor genes {Nichols et al . , 1995). One of the most 
studied routes of immunization with DNA is direct injection 
of genetic material into muscular tissue. For example, Davis 
and co-workers (Davis et al . , 1993) demonstrated that a 
single injection of DNA encoding the surface antigen of the 
hepatitis B virus, in mouse skeletal muscle, induces a rapid, 
potent and sustained humoral and cellular immune response. 
Despite the low efficiency of genetic transfer in mature 
muscle, it is sufficient for the purposes of immunization. 
For example, injection of just 10 micrograms of DNA in the 
mouse anterior tibial muscle induces antibodies at a level 
above 10 mlU/mL, a level that is considered sufficient for 
conferring protective immunity in humans (Davis et al . , 
1993) . It was observed that the potency of the immunologic 
response is clearly related to the dose of the vaccine and 
the efficiency of transf ection. Thus, methods that improve 
the incorporation of DNA in the cells improve the immunologic 
response. For example, injection of DNA in 25% sucrose gives 
a hundredfold increase in the level of antibodies (Davis et 
al,, 1993), These authors also demonstrated that the immune 
response obtained as a result of immunization with DNA is 
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persistent, demonstrating that the level of antibodies 
obtained is maintained for at least 17 weeks after a single 
injection of DNA. 

A very interesting technological variant was 
described recently by Johnston and co-workers (Barry et al • , 
1995; Johnston and Barry, 1997) . These authors developed a 
method for the production of DNA vaccines based on 
immunization with expression libraries, which potentially 
encode all the proteins of the infectious agent. This makes 
it possible to develop vaccines even against pathogens for 
which very few protective antigens are known, since it is not 
necessary to know what genes of the pathogen are associated 
with immunity. Barry and co-workers demonstrated that 
immunization, of mice with expression libraries obtained from 
complete genomic DNA of Mycoplasma pulmonis, a natural 
pathogen of rodents, was able to develop immunoprotection 
against challenge with the pathogen. This technology is based 
on the fact that all the antigens of the pathogen are finally 
encoded in its genome. Accordingly, the method involves 
making an expression library of the genome of the pathogen in 
suitable vectors that permit expression of the potential 
antigenic genes or of a proportion of them that it has been 
possible to clone. This genome can then be reduced in 
successive stages of fractionation until individual 
protective plasmids are obtained. As a result, this approach 
also makes it possible to discover individual candidate genes 
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and use them as recombinant vaccines. The critical aspect in 
the application of immunization with expression libraries is 
its sensitivity* For example, to cover the genome of a 
bacterial pathogen of 3 x 10^ bp in 500 bp fragments would 
require approximately 6000 clones. However, only 1/6 of these 
would be in the correct frame and direction. Therefore one 
equivalent of expression would require 36 000 clones . 
Finally, it is important to point out that in fish (Kanellos 
et al., 1999) and specifically in carp (Cyprinus carpio) , in 
trout {Oncorhynchus myklss) and in goldfish {Carassius 
auratus L,), methodology has been described for expressing 
exogenous genes injected intramuscularly {Hansen et al . , 
1991; Anderson et al . / 1996a and Russell et al - , 1998, 
respectively). In the second case, moreover, Anderson's group 
demonstrated that trout injected in the skeletal musculature 
with a plasmid that contains the genes that code for proteins 
of the infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) and 
that are under the control of a cytomegalovirus promoter 
produce neutralizing antibodies that confer protection on the 
trout when challenged with IHNV (Anderson et al . , 1996b) . 

Herrmann et al . (United States Patent 6,165,993) 
describe a concrete application of DNA vaccines for inducing 
an immune response to rotaviruses in various vertebrates, 

For the particular case of the application of DNA 
vaccines against rickettsial diseases, Barbet et al . (United 
States Patent 6,025,338) disclosed a composition comprising 



an isolated polynucleotide, which is able to induce an immune 
response to a disease caused by a pathogenic rickettsia, 
including Cowdria ruminantiumjr Ehrlichia chaff eensis and 
Anaplasma marginals. 

Davis's patent (United States Patent 6,18 0,614} 
describes the general use of DNA vaccines as a method of 
immunization of aquaculture species. This patent also 
discloses the methods of administration of the DNA expression 
systems to the fish. Said methods include the techniques of 
injection, spraying and dipping- 

Soluble, membrane lytic transglycosidases 

The transglycosidases are enzymes that act by 
hydrolyzing the peptidoglycan that forms part of the 
bacterial cell wall, Peptidoglycan forms the so-called 
bacterial sacculus and has the function of protecting the 
cell from mechanical stress and maintaining the internal 
osmotic pressure of the bacterium. It is composed of linear 
chains of N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine 
crosslinked by small peptides that give the wall rigidity. 
However, the cell also requires flexibility so that it can 
grow and divide. This flexibility is provided by a balance 
between the activities of synthesis and hydrolysis that act 
on peptidoglycan (Holtje & Schwarz, 1985) - To date, about 10 
different synthesis activities and about the same number of 



- 22 - 



hydrolysis activities have been described, which differ at 
the various points where they cut the macromolecule , In this 
balance of activities, it is the enzymes that degrade 
peptidoglycan that possess a fundamental role, not only for 
rupture of the wall during cell division but also by creating 
space and new acceptor sites of material for remodeling and 
growing the wall during cell growth and moreover by 
permitting the transport of DNA, toxins, flagellum and other 
proteins through the dense network of peptidoglycan (Holtje, 
1995; Holtje & Tuomanen, 1991; Goodell, 1985; Dijkstra & Keck 
1996) . Among these enzymes, the lytic transglycosylases, 
originally identified in E, colij are of especial interest. 
These enzymes hydrolyze the jS-1,4 glycosidic linkage between 
the N-acetylmuramic acid residues and the N-acetylglucosam:ine 
residues, completely degrading the peptidoglycan in vitro, 
like the lysozymes (Holtje et al . , 1975). But in contrast to 
the latter, the transglycosylases, concomitant with cleavage, 
catalyze binding between carbons 1 and 6 of the N- 
acetylmuramic acid residues, releasing as product from this 
insoluble network, soluble strands of 1/6- 

anhydromuropeptides , which have aroused great interest 
because of their ability to stimulate the mammalian immune 
system (Dokter et al . 1994) and other properties related to 
pathogenesis in some species (Melly et al . 1984; Cookson et 
al., 1989). Uncontrolled activity of the endogenous 
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transglycosylases causes cellular autolysis, hence the name 
lytic transglycosylases (Betzner et al., 1990), 

Six different transglycosylases have been isolated 
from B* coli. One of these is soluble and is localized in the 
periplasmic space and has MW of 70 kDa (SLT70) (Engel et al . 
1991) - The other 5 are lipoproteins that are bound to the 
outer membrane of Gram(-) bacteria, via its internal face and 
so are localized in the outermost region of the periplasmic 
space. These have been designated MLTA (Ursinus & Holtj.e, 
1994; Lommatzsch et al . , 1997); MLTB (Ehlert et al . , 1995; 
Engel et al . , 1992); MLTC (Dijkstra & Keck 1996); MLTD and 
EmtA (Kraft et al. 1998) . The various enzymes differ not only 
in their preferred substrate, enzymatic activity aiid 
susceptibility to glycopeptide inhibitors (Romeis et al , , 
1993) , but also in their protein sequence, some consensus 
domains being conserved between the different MLTs (Koonin & 
Rudd, 1994; Lommatzsch et al , , 1997). Genes homologous to 
these enzymes have been described in Pseudomonas aeruginosa. 
(Blackburn and Clark, 2002), Bordetella. pertussis (Cookson et 
al- 1989) and Neisseria gonorrhoeae (Sinha & Rosenthal, 1980} 
among others and are expected to be present in a wide range 
of Gram-negative bacteria. The transglycosidase that has been 
studied in greatest detail is SLT70, which codes for a 
monomeric enzyme of 618 aa and is inhibited by the antibiotic 
Bulgecin A in combination treatment with the jS-lactam 
compound f urazlocillin (Templin et al . 1992). 
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Crystal lographic studies have demonstrated a ring-shaped 
structure, by which the enzyme is said to bind strongly to 
peptidoglycan (van Asselt et al . , 1999 b; Dijkstra & 
Thunninssen 1994; Holtje, 1996) , Some of the membrane 
transglycosidases are not inhibited by Bulgecin A, which has 
enabled their activity to be differentiated in experiments in 
vivo and in vitro, A fully active soluble enzyme of 35 kDa 
has been described (SLT35) and is the proteolytic result of 
hydrolysis of the first 4 0 amino acids of the 4 0 kDa membrane 
enzyme MLT B (Engel et al., 1992; Dijkstra et al . , 1995; 
Ehlert et al , , 1995), Just like the 70 kDa soluble 
transglycosidase (SLT70) , the soluble fraction SLT35 bound to 
fragments of peptidoglycan crystallized, which made it 
possible to elucidate the various domains and amino acids 
involved in binding to peptidoglycan (van Asselt & Dijkstra 
1999a; van Asselt et al . , 2000). SLT35 possesses 3 domains; 
a, iS and the active center located between the two that 
displays folding similar to that of lysozyme and at the 
active site of SLT70. Despite the difference in amino acid 
sequence between the 2 SLTs, there is coincidence in some 
amino acids of the active site in their interaction with 
substrates. A particular characteristic of SLT35 is the 
presence, in its active center, of an EF-hand type folding of 
binding to Ca"^"^ that imparts thermal stability to the 
molecule and that previously has only been described in 
prokaryotes for the periplasmic enzyme for binding to 



glucose/galactose (GBP) (Vyas et al . , 1987). Both SLT35 and 
SLT70 are exomurinidases that require the peptide chains of 
peptidoglycan for their activity (Beachey et al . , 1981; 
Romeis et al . , 1993), the N-terminal domain being in the form 
of a ring of SLT and residues 99-108 of SLT35 being 
responsible for this activity (van Asselt et al., 1999a, 
1999b) . In contrast to these last-mentioned 

transglycosylases, the enzyme MLTA is active on peptide-free 
strands of glycan (Romeis et al , , 1993), 

NMR studies have been used for studying the various 
motifs present in the membrane transglycosylase MLTD and, at 
the carboxyl terminus of this transglycosylase, the presence 
of two LysM motifs has been described, which have, as general 
function, binding to peptidoglycan and are widely distributed 
in various molecules that are associated with peptidoglycan, 
especially in enzymes that degrade this macromolecule 
(Bateman & Bycroft, 2000) , Although the precise function of 
MLTD is unknown, recent data based on the phylogenetic 
distribution of the protein suggest that it might be involved 
in flagellar biosynthesis (Pellegrini et al-1999). 

The functions of each of these various 
transglycosidases in the cell is still unknown but the 
presence of these various molecules that share the same 
activity sheds light on the complex mechanism of coordination 
between synthesis and degradation that must exist to ensure 
correct growth of the sacculus during cell division to 
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maintain the specific form of the bacterium. Investigation of 
protein-protein interaction using affinity chromatography 
carried out by Vollmer's group (Vollmer et al . , 1999; von 
Rechenberg et al . , 1996) demonstrated the interaction of the 
transglycosidase MLTA with several enzymes responsible for 
the synthesis of peptidoglycan by reconstituting in vitro a 
multienzyme complex that would suggest the existence of a 
hypothetical holoenzyme responsible for the controlled growth 
of the bacterial cell wall. 

The transglycosidases are an interesting target for 
studying peptidoglycan metabolism, even more so if we bear in 
mind that the activity of these enzymes is directed at the 
glycosidic linkages between the strands of glycans, which 
opens up the possibility of designing new antibiotics 
different from penicillin and the related ^S-lactam compounds, 
whose target has been the enzymes that synthesize and 
hydrolyze bonds of the peptide type that crosslink the 
strands of glycans (Waxman and Strominger., 1983). 
Nevertheless, the transglycosylases prove more attractive 
with respect to biotechnological applications in view of the 
high immune response of the cellular type to MLTA observed by 
Pizza's group (Pizza et al - , 2000) in selecting surface 
antigens for developing a vaccine against Neisseria 
meningitidis. This high cellular immunogenicity proves 
fundamental when selecting candidates for developing a 
vaccine against an intracellular pathogen as in the case of 
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Piscirickettsia salmonis and especially for a DNA vaccine, 
The gene isolated from P. salmonis for the membrane 
transglycosylase corresponds to the MLTB type. 

Definition of the problem solved by the invention 

There is now a growing need for vaccines for mass 
infections of aquaculture species. As already explained, the 
vaccines currently on the market, based on bacterinsjr are of 
limited use and there is scant document a; t ion concerning their 
efficacy. Moreover, the production of bacterins for SRS is 
very expensive, owing to the complexity of the cultivation 
system. The present invention solves the problems of the 
prior art, applying the latest findings of molecular biology, 
for producing DNA vaccines and recombinant vaccines against 
SRS, It makes it possible to produce these vaccines on a 
large scale and very efficiently, being independent of the 
complex cultivation systems required for the proliferation of 
Piscirickettsia salmonis. 

Definition of the invention 

The invention relates generally to a DNA vaccine 
for inducing an immune response to Piscirickettsia salmonis 
in vertebrates, especially in aquaculture species, such as 
the Coho salmon, the Atlantic salmon, the Chinook salmon or 
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the trout, based on a DNA fragment that codes for the soluble 
lytic transglycosidase and metnbrane lytic transglycosidase 
proteins of P. salmonis, and the method of preparation 
thereof. The invention also describes a purified 
oligonucleotide to be used for the production of a vaccine 
against Pisciricketlzsia. salmonis in vertebrates and a 
recombinant vaccine prepared starting from this 
oligonucleotide , 

The term "vaccine'^ refers here to any material 
capable of inducing an immixne response in the animal that has 
received said material . 

Vaccination with nucleic acids relates to the 
method by which an immune response to a protein expressed "in 
vivo" is induced after the introduction of an oligonucleotide 
sequence that codes for this protein. Therefore, the concept 
of "DNA vaccine", as used here, refers to any DNA segment 
that, when introduced into an animal, produces the immune 
response explained in the preceding sentence. 

The main object of the present invention is a DNA 
vaccine that comprises a DNA fragment that codes for the 
soluble lytic transglycosidase and membrane lytic 
transglycosidase proteins of Piscirickettsia salmonis or an 
immunogenic region thereof, inserted in a suitable plasmid 
vector for inducing an immune response to Piscirickettsia 
salmonis in vertebrates. 
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In a preferred embodiment of this invention, said 
DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence SEQ ID 
No. 1 (see Fig, 1) or a fragment thereof- Alternatively, said 
DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence that gives 
rise to the same protein or protein fragment as SEQ ID No. 1, 
using various codons, preferably the codons most used by the 
vertebrate organism that is to be vaccinated • For both 
embodiments, it has been established that the soluble lytic 
transglycosidase protein of Piscirickettsia. salmonis 
corresponds to the amino acid sequence SEQ ID No. 2 (see Fig. 
2) or an immunogenic region thereof. 

In another preferred embodiment of this invention, 
said DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence SEQ 
ID No. 3 (see Fig, 3) or a fragment thereof. Alternatively, 
said DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence that 
gives rise to the same protein or protein fragment as SEQ ID 
No. 3, using different codons, preferably the codons that are 
most used by the vertebrate organism to be vaccinated- For 
both embodiments, it has been established that the membrane 
lytic transglycosidase protein of Piscirickettsia salmonis 
corresponds to the amino acid sequence SEQ ID No. 4 (see Fig. 
4) or an immunogenic region thereof. 

In another preferred embodiment of the DNA vaccine 
according to the invention, the suitable plasmid vector has 
the following characteristics: a) a strong promoter, usually 
of the viral type that is not tissue-specific; b) a cloning 
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site for insertion of the gene of interest; c) a 
polyadenylation site for stopping transcription of the 
messenger RNA; d) a prokaryotic replication origin for 
efficient propagation in cultures of E. coll; and e) a 
selection marker. Preferably, said plasmid vector is the 
plasmid pUK21-A2- 

In particulars^ said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species, and preferably it is the Coho salmon, 
the Atlantic salmon, the Chinook salmon or the trout. 

In another preferred embodiment of the DNA vaccine 
according to the invention, it is administered by suitable 
techniques, selected from the group comprising intramuscular 
injection, spraying and dipping. Moreover, the vaccine 
contains a suitable adjuvant and/or a pharmaceutical ly 
acceptable carrier. 

In another variant of the present invention, the 
presence of antibodies to the soluble lytic transglycosidase 
and membrane lytic transglycosidase proteins generated by the 
DNA vaccine is detected by a method according to which, after 
a time, blood is taken from the vertebrate that was 
vaccinated and the seirum is analyzed for the presence of 
antibodies to the soluble lytic transglycosidase and membrane 
lytic transglycosidase proteins, 

A second main object of the invention is a method 
of preparation of the DNA vaccine against Plsclrlckie'Ltsia 
salmonis that comprises the following stages: 
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a) Cloning the DNA fragments that code for the soluble lytic 
transglycosidase CSLT70) and membrane lytic transglycosidase 
(MLT) proteins of Piscirickettsia salmonis or an immunogenic 
region thereof. 

b) Inserting it in a suitable plasmid vector for its 
expression and generation of an immune response to 
Piscirickettsia salmonis in vertebrates . 

In a preferred embodiment, the method comprises a 
DNA fragment that corresponds to the nucleotide sequence SEQ 
ID No- 1 or a fragment thereof- Alternatively, the DNA 
fragment corresponds to a nucleotide sequence that gives rise 
to the same protein or protein fragment as SEQ ID No. 1, 
using various codons, preferably the codons most used by the 
vertebrate organism that is to be vaccinated- For both 
embodiments, it has been established that the soluble lytic 
transglycosidase protein of Piscirickettsia salmonis 
corresponds to the amino acid sequence SEQ ID No. 2 (see Fig, 
2) or an immunogenic region thereof. 

In another preferred embodiment, the method 
comprises a DNA fragment corresponding to the nucleotide 
sequence SEQ ID No. 3 or a fragment thereof. Alternatively, 
the DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence that 
gives rise to the same protein or protein fragment as SEQ ID 
No. 3, using different codons, preferably the codons most 
used by the vertebrate organism to be vaccinated- For both 
embodiments, it has been established that the membrane lytic 
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transglycosidase protein of Pisciricketisla salmonis 
corresponds to the amino acid sequence SEQ ID No. 4 (see Fig* 
4) or an immunogenic region thereof* 

In another preferred embodiment, the method 
comprises the suitable plasmid vector that has the following 
characteristics: a) a strong promoter, usually of the viral 
type that is not tissue-specific; b) a cloning site for 
insertion of the gene of interest; c) a polyadenylation site 
for stopping the transcription of the messenger RNA; d) a 
prokaryotic replication origin for efficient propagation in 
cultures of E. coli; and e) a selection marker. Preferably, 
said plasmid vector is the plasmid pUK21-A2. 

In particular, the vertebrate corresponds to an 
aquaculture species, and preferably it is the Coho salmon, 
the Atlantic salmon, the Chinook salmon or the trout. 

In another preferred embodiment of the method 
according to the invention, the vaccine is administered by 
suitable techniques, selected from the group comprising 
intramuscular injection, spraying and dipping. 

A third main object of the invention is one or more 
purified DNA segments to be used for the production of a 
vaccine against Piscirickettsia salmonis in vertebrates, that 
code for the soluble lytic transglycosidase and membrane 
lytic transglycosidase proteins of Piscirickettsia salmonis 
or immunogenic regions thereof. In a preferred embodiment of 
this invention, the DNA segment has the nucleotide sequence 
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SEQ ID No, 1 and/or SEQ ID No. 3 (see Figs- 1 and 3) or 
fragments thereof- Alternatively, the DNA segment has a 
nucleotide sequence that gives rise to the same protein or 
protein fragment as SEQ ID No- 1 and/or SEQ ID No. 3, using 
various codons, preferably the codons most used by the 
vertebrate organism that is to be vaccinated. For both 
embodiments, it has been established that the soluble lytic 
transglycosidase and membrane lytic transglycosidase proteins 
of Piscirickettsla salmonis correspond to the amino acid 
sequences SEQ ID No. 2 and SEQ ID No. 4 (see Figs. 2 and 4) 
or immunogenic regions thereof . 

In particular, the vertebrate corresponds to an 
aquaculture species, preferably the Coho salmon, the Atlantic 
salmon, the Chinook salmon or the trout. 

In another embodiment of the present invention, the 
oligonucleotide is used for producing a recombinant vaccine 
for inducing an immune response to Piscirickettsla salmonis 
in vertebrates, where the soluble lytic transglycosidase and 
membrane lytic transglycosidase proteins of Piscirickettsla 
salmonis or an immunogenic region thereof are produced using 
a suitable expression vector and a suitable host. In 
particular, the vertebrate corresponds to an aquaculture 
species, preferably the Coho salmon, the Atlantic salmon, the 
Chinook salmon or the trout. In another variant, the 
expression vector is a plasmid, preferably the vector pET32a. 
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Moreover, it has been determined that the host is a 
bacterium, preferably E, coli. 

In another preferred embodiment of the recombinant 
vaccine according to the invention, it is administered by 
suitable techniques, selected from the group comprising 
intramuscular and intraperitoneal injection, spraying and 
dipping. Moreover, the vaccine contains a suitable adjuvant 
and/or a pharmaceutically acceptable carrier. 

In another variant of the present invention, the 
presence of antibodies to the soluble lytic transglycosidase 
and membrane lytic transglycosidase proteins of P. s^lmonis 
generated by the recombinant vaccine is deteicted by a method 
according to which, after a time, blood is taken from the 
vertebrate that was vaccinated and the serum is analyzed for 
the presence of antibodies to the soluble lytic 
transglycosidase and membrane lytic transglycosidase proteins 
of P. salmonis by means of EL ISA, 

Description of the drawings 
Fig, 1 : 

This diagram shows the nucleotide sequence (SEQ ID 
No- 1) of the gene that codes for the soluble lytic 
transglycosidase (SLT70) protein of Piscirickettsia. salmonis. 
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Fig, 2: 

This diagram shows the amino acid sequence (SEQ ID 
No. 2) of the soluble lytic transglycosidase (SLT70) protein 
of Piscirickettsia. aa.lmonis. 

Fig. 3 : 

This diagram shows the nucleotide sequence (SEQ ID 
No. 3) of the gene that codes for the membrane lytic 
transglycosidase (MLT) protein of P* sailmonis . 

Fig. 4: 

This diagram shows the amino acid sequence (SEQ ID 
No. 4) of the membrane lytic transglycosidase (MLT) protein 

of Piscirickettsia sa.lmonis. 

Fig. 5 : 

This diagram shows a schematic representation of 
the plasmid pUK21-A2. 

Fig . 6 : 

This diagram shows a schematic representation of 
the plasmid pUK21-A2, containing the insert with the gene of 
soluble lytic transglycosidase of P. salmoniSjr designated 
PUK21-A2 SLT70. 



- 36 - 



Fig. 7; 

This diagram shows a schematic representation of 
the plasmid pUK21-A2 containing the insert with the gene of 
the membrane lytic transglycosidase of P* salmonisr 
designated pUK21-A2 MLT. 

Fig, 8: 

This diagram shows the structure of the plasmid 

pET-32a 
Fig. 9: 

This diagram showis the structure of the plasmid 
pET32a'"SLT70Sl. 

Fig, 10; 

This diagram shows the structure of the plasmid 
pET32a-SLT70S2 . 

Fig, 11: 

This diagram shows the structure of the plasmid 
pET32a MLTSl, 

Fig. 12; 

This diagram shows the structure of the plasmid 
pET32a MLTS2- 
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Fig, 13: 

This diagram shows the production of soluble lytic 
transglycosidase, segment SI (SLT70S1) and soluble lytic 
transglycosidase, segment S2 (SLT70S2) of P. salmonis in B. 
coli . 

Fig, 14: 

This diagram shows the production of membrane lytic 
transglycosidase, segment SI (MLTSl) and membrane lytic 
transglycosidase, segment S2 (MLTS2) of P. salmonis in E. 
coli , 

EX2kMPLES 

The following examples illustrate some concrete 
applications of the invention, but are not intended to limit 
the scope of the present invention. 

Example 1: Isolation, cloning and sequence of the gene of the 
s oluble lytic transglycosidase of P. salmonis 

a) Culture of CHSE-214 cells 

Inocula of CHSE-214 cells (ATCC 1681), stored in 
liquid nitrogen, were thawed and cultivated in T175 bottles 
in MEM medium at le^'C for 7 days or until the cells reached 
confluence. 
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b) Culture of P, salmonis, 

Inocula of P. sa.lmoniB containing at least a titer 
of 1 X 10^ bacteria/mL were used for each of the T175 bottles 
with CHSE-214 cells. On the next day, the medium was 
withdrawn and 50 mL of fresh MEM- complete medium was added. 
Culture was carried out at 16 °C for 10 to 14 days, 
periodically observing, with the phase contrast microscope, 
the degree of lysis of the CHSE-214 cells caused by the 
bacterial infection. When the cytopathic effect was in the 
region of 100% of the cells, the culture of P. salmonis was 
considered to be ready for harvesting or for subsequent 
propagation of the culture* The bacteria were harvested using 
a cell scraper. Once collected, the lysate was centrifuged 
and the supernatant collected corresponds to the semipurified 
fraction of P. salmonis. 

c) Purification of P. salmonis 

To purify the bacterium, the suspension with the 
semipurified fraction of P. salmonis was submitted to density 
gradient centrif ugation, obtaining a major band near the 
bottom of the centrifuge tube. This band was collected and 
was washed two to three times by centrif ugation with a buffer 
solution. The final sediment or pellet constitutes the 
purified fraction of P. salmonis. 
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d) Preparation of genomic DNA of salmonis 

Our method is based on Binder's protocol (Binder, 
1995) . Briefly, the purified fraction of P. salmonis was 
washed with PBS buffer, 2 0 /xL of a solution of 10 mg/mL of 
DNase I was added to it, and it was incubated at 37**C for 30 
min. After cent rifugat ion to remove the supernatant, the 
pellet was resuspended in 500 fih of PBS plus 100 /zL of 0 . IM 
EDTA to stop the activity of the DNase I , It was agitated 
gently by inversion, centrifuged again and the pellet, 
without DNase I, was resuspended in 1 mL of lysis buffer 
(sucrose 0-75 M, NaCl 400 mM, EDTA 20 mM, Tris-HCl 50 mM, SDS 
0.2%, 1 mg of Proteinase K, pH 9). It was agitated gently by 
inversion and it was incubated at 58 °C for 1 hour, with 
gentle agitation. On completion of incubation with the 
protease, the solution was extracted with one volume of 
phenol saturated with Tris-HCl (pH 8) and was then extracted 
twice with a 24:1 chlorof orm-isoamyl alcohol mixture. Next, 
the DNA was precipitated with 0,4 volumes of 5M ammonium 
acetate and 2.5 volumes of cold absolute ethanol at -20 °C for 

3 0 min. 

e) Polymerase chain reaction (PGR) 

Autoclaved 500 //L Eppendorf tubes were filled with 
5 /iL of PGR buffer 10 X without Mg, 1*5 /zL of MgCla 50 mM, 

4 /zL of dNTP mixture 2.5 mM, 2 . 5 /xL of each of the 
oligonucleotide primers (10 /xM of each) , 100 ng of template 
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DNA, 0.5 fill of Taq DNA polymerase 5 U//xL, made up to a final 
volume of 50 juL with milliQ sterile water. The experimental 
conditions used were as stated by Mauel (Mauel et al . , 1996). 

f) Agarose gel electrophoresis 

To determine the integrity of the genomic DNA of 
P. salmonis, as well as that of the plasmid DNA, and that of 
the amplification products, 1 and 2% agarose gel 
electrophoresis was performed. This method was carried out 
according to Sambrook (Sambrook et al., 1989). 

g) Cloning and sequencing of the gene of the soluble lytic 
transglycosidase (SLT7 0) protein of P. salmonis. 

Using algorithms for comparing the sequence 
homology of DNA (PCGene and National Center for Biotechnology 
Information) , the localization of the most conserved 
sequences in the gene of the soluble lytic transglycosidase 
of gamma proteobacteria and of other bacteria whose genes of 
these proteins display homologies with P. salmonis. In 
parallel, analyses of hydrophilicity of these species were 
performed to determine the regions of the protein where there 
are strong antigenic determinants. The regions of the gene of 
the soluble lytic transglycosidase of P. salmonis to be 
amplified by PGR were defined on the basis of this 
information- 
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The gene of SLT7 0 is isolated from DNA of 
P, salmonis using the primers a) sense: 5'- 
CAGGAATTCGACATAATGCCATACTACACTT-3 ' and b) antisense : 5 ' - 
GAGCTCGAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3 ' , which were used in a 
polymerase chain reaction, using highly purified chromosomal 
DNA of P- salmonis as template. This process gave rise to a 
fragment of approximately 1775 base pairs that was cloned in 
the vector pGEMt . Once DNA of the resultant plasmid (pGEMt 
SLT70) was isolated, the insert was sequenced, demonstrating 
the presence of a gene that codes for a protein SLT that 
lacks 58 amino acids from its carboxyl terminus and of high 
homology with the soluble lytic transglycosidase of other 
organisms . 

The gene of MLT is isolated from genomic DNA of 
P, salmonis using the primers a) sense: 5'- 
GACGAATTCATGAGACGATCTTATTGGCTA-3 ' and b) antisense: 5"- 
GACCTGGAGTATTTTAAGAGCCTTTTGAGTG-3 ^ . This process gives rise 
to a fragment of approximately 1062 base pairs that was 
cloned in the pGEMt vector, obtaining pGEMt MLT, which was 
confirmed by sequencing- 

The results are presented in Figs. 1, 2, 3 and 4. 
Fig. 1 shows the nucleotide sequence (SEQ ID No. 1) of the 
gene that codes for the soluble lytic transglycosidase 
protein of Piscirickettsia salmonis (SLT70) • Fig* 2 shows the 
amino acid sequence (SEQ ID No. 2) of the soluble lytic 
transglycosidase protein of Piscirickettsia. sa.lmonis. Fig. 3 
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shows the nucleotide sequence (SEQ ID No. 3) of the gene that 
encodes the membrane lytic transglycosidase protein of 
ssilmonis (MLT) . Fig. 4 shows the amino acid sequence (SEQ 
ID No. 4) of the membrane lytic transglycosidase protein of 
P. ssilmonis 

Exacnple 2 : Preparation of a vector for a genetic vaccine. 
Cloning of the genes of soluble lytic transglycosidase and 
membrane lytic transglycosidase of P. salmonis in the plasmid 
PUK21-A2 . 

The vector pUK21-A2 possesses the following 
characteristics necessary for use as DNA vaccine; a) a strong 
promoter, usually of the viral type that is not tissue- 
specific; b) a cloning site for insertion of the gene of 
interest; c) a polyadenylation site for stopping the 
transcription of the messenger, RNA; d) . a prokaryotic 
replication origin for efficient propagation in cultures of 
E. coli} and e) a selection marker. 

a) Preparation of DNA of the plasmid pUK21-A2 

Plasmid DNA obtained from coli HB 101 was 

purified using the commercial kit Qiagen Plasmid Purification 
(Qiagen) in accordance with the supplier's instructions. The 
plasmid was digested with the enzymes EcoRI and BamHI • Then 
the ends of the digested vector were dephosphorylated by 
adding 2 /xL of alkaline phosphatase (1 U//xL) , then incubating 
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for 1 hour at IT'C. Finally the plasmid DNA prepared was 
purified using the "Wizard" system (Prbmega, Madison, 
Wisconsin, USA) . Fig. 5 shows a schematic representation of 
the plasmid pUK21-A2. 

b) Cloning of the genes of soluble lytic transglycosidase and 
membrane lytic transglycosidase proteins of P. salmonis in 
the vector pUK21-A2* 

For preparation of a vector containing the SLT70 
gene for a genetic vaccine, 2 new primers are designed^ which 
include the initial and final sequences of the SLT70 gene of 
P. salitionls as well as the sequences of specific sites for 
restriction endonucleases BaraHI and EcoRI - 

These primers are a) sense : 5 ' - 

CAGGGATCCGACATAATGGCATACTACACTT - 3 ' and b) an t isense : 5 ' - 
CAGCTGCAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3 ' . Identically, for 

preparation of a vector containing the MLT gene, the 
following primers were used a) sense: 5'- 

GACGGATCCATGTAGACGATCTTATTGGCTA-3 ' and ant isense : 5 ' - 
GACGAATTCTATTTTAAGAGCCTTTTGAGTG-3 ^ . Using these primers, a 
polymerase chain reaction is carried out using highly 
purified chromosomal DNA of P. salmon! 3 (the same as that 
described in Example 1) as template. As a result, fragments 
are obtained that are isolated, and after digestion with the 
endonucleases BamHI and EcoRI they are joined to the plasmid 
pUK21-A2, generating the vaccine vectors pUK21-A2-SLT70 and 
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pUK21-A2 MLT. Fig. 6 shows a schematic representation of the 
plasmid containing the insert of the gene of the soluble 
lytic transglycosidase of P. salmonis and Fig. 7 shows the 
same for the gene of the membrane transglycosidase of 
P. salmonis. 

Example 3 : Development of antibodies in mice after 
intramuscular injection of the plasmidg pUK21-A2-SLT70 and 
PUK21-A2-MLT, 

The plasmids that contain the gene of SLT70 and of 
MLT in an animal expression vector, designated pUK21A2-SLT70 
and pUK21A2-MLT, after injection in mouse muscle are capable 
of expressing this protein and developing an immune response 
that gives rise to the appearance of antibodies. This is 
demonstrated as follows. A solution of each of the plasmids 
is prepared in PBS . buffer at a DMA . concentration . of 
0-5 /ig//xl. Mice belonging to the Balb/c strain are injected 
in the femoral muscle of the hind limbs with 2 doses of 
100 /il of a solution of 50 jug/100 fil of plasmid DNA (50 ptl is 
injected in each limb) • This injection is performed on day 
zero and a second dose is administered at 15 days (day 15) . 
As control, the same operation is carried out using control 
plasmid DNA that does not possess the genes of SLT or of MLT 
(pUK21-A2) - 

After 45 days have passed (day 45) , blood is taken 
from the mice and the serum is analyzed for the presence of 
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antibodies to the soluble lytic transglycosidase and membrane 
lytic transglycosidase by ELISA, 

a) Determination of antibodies to the soluble lytic 
transglycosidase and membrane lytic transglycosidase by ELISA 

The mice immunized on days 0 and 15 with the 
plasmids pUK21A2 and pUK21A2-SLT70 and pUK21A2-MLT are bled 
on day 45, with a cut in the inferior caudal vein of the 
tail. The 250 fil of blood obtained is incubated at 31 °C for 
one hour to obtain the serum. The same procedure of bleeding 
and obtaining the serum is also performed before 
immunization. This sample is called pre -immune serum. 

The humoral immune response of the immunized mice 
with the plasmids is evaluated by ELISA, as described below . 

1. 96-well polystyrene plates, treated beforehand with a 
bioadhesive phenolic protein (Pegotin) , are activated with 
10 /ig/ml of antigen, 50 /il/well. They are incubated for 90 
min at room temperature. 

2. The antigen is removed and the nonspecific sites are 
blocked with a 4% solution of casein sucrose, 3 00 /il/well for 
6 0 min at room temperature. 

3. 5 0 /il of a serial dilution of the serum from the immunized 
mice and pre-immune serum is added to each well. It is 
incubated for 90 min at room temperature- 
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4 , The serum samples are removed and the plate is washed with 
300 /xl/well of phosphate saline buffer, containing Tween 20 
at 0.02%. This is done 3 times, with intervals of 5 min 
between each washing cycle . 

5* The solution from the last washing is removed and 50 fil of 
mouse anti- immunoglobulin G goat antibody, combined with 
alkaline phosphatase, at the dilution recommended by the 
manufacturer in blocking solution, is added to each well* It 
is incubated for 3 0 min at room temperature, then proceeding 
as in point 4 . 

6- The solution firom the last washing is removed and 50 fil of 
a solution containing 1 mg/ml of paranitrophenyl phosphate in 
Tris 100 mM buffer, sodium chloride 100 mM and magnesium 
chloride 5 mM (pH 9.5) is added to each well. It is incubated 
for 30 minutes at 37 ^C. 

7. After stopping the reaction with 3M sodium hydroxide, 
spectrophotometer readings are taken at a wavelength of 
405 nm. 

As shown by the results in Table 1, the serum from 
the mice injected with the plasmid pUK21A2"SLT70 reacts with 
the soluble lytic transglycosidase protein in ELISA, 
indicating that it contains specific antibodies to this 
protein. The same result is obtained with pUK21A-MLT, In 
contrast, the mice injected with a control preparation 
(pUK21A2) do not develop antibodies to the soluble lytic 
transglycosidase. This example shows that by injecting genes 
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of soluble lytic transglycosidase, prepared as described in 
this invention, it is possible to stimulate the immune system 
of the mouse and develop a humoral response in the form of 
anti-soluble lytic transglycosidase antibodies. 



Table I- Measurement of anti-soluble and membrane lytic 
transglycosidase antibodies of P. salmonis in mice immunized 
with pUK21A2-SLT70 and pUK21A2-MLT, 



Sample 


0,D* reading 
405 nm/30 min 




Preimmune serum 


0.04 




Serum from mouse immunized 
with pUK21A2 (control) 


0.05 * 




Serum from mouse immunized 
with PUK21A2-SLT70 


0,32 * 




Serum from mouse immunized 
with pUK21A2-MLT 


0-25 * 





* Mean value for 4 different mice. 



Example 4 s Production of the recombinant proteins of the 
soluble lytic transglycosidase SLT70 of P, salmonis by 



cloning of 


the SI and 


S2 segments of 


the SLT70 


gene in the 


bacterial 


expression 


vector pET32a 


and its 


subsequent 



pur i f i cat i on 

After confirming the sequence of the gene that 
encodes the soluble lytic transglycosidase SLT7 0 of 
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P. salntonis, a segment SI that codes for 182 amino acids in 
the aminoterminal region and the carboxyl terminal segment S2 
of approximately 308 amino acids are amplified separately. 
This is because complete expression of SLT7 0 apparently is 
toxic to the cell, on account of its catalytic activity on 
peptidoglycan. The 54 7 -bp segment SI is isolated by PGR from 
genomic DNA by means of sense and ant i sense primers that 
contain the restriction sites EcoRI and Xhol, respectively, 
at their ends. These oligos are sense: 5*- 
CTCGAATTGAAGCAACTTACCAACTCTCTG-3 ' and antisense : 5 " - 
GACCTCGAGTTACGAAGTTGTTCTAGCGCACG-3 ' , The same procedure is 
used for the 925bp segment S2, using the primers: sense 5'- 
CTCGAATTCGCTATCACCAAGAGCATTGCT^3 ' and antisense 5'- 

CAGCTCGAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3 ' , Both ' PGR products are 
cloned in the vector pGEMT and the positive clones are 
identified by PGR and enzymatic digestion, obtaining the 
plasmids pGEMT-SLTTOSl and pGEMT-SLT7 0S2 . The SLT70 gene is 
isolated from both clones by means of the enzymes EcoRI Xhol 
and and is purified by agarose gel electrophoresis. The 
purified genes are ligated using T4 phage ligase to the 
vector pET32a (Fig. 8) cut with EcoRI and Xhol. The positive 
clones are identified by digestion with these enzymes* Figs. 
9 and 10 show the structure of the resultant plasmids pET32a- 
SLT70S1 and pET32a-SLT70S2 . Plasmid DNA was obtained from 
each of the recombinant clones and was used for transforming 
competent cells of E. coli. Expression of the SLT70S1 and 
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SLT70S2 proteins is induced in a culture of recombinant cells 
by the action of 1 mM IPTG, Both recombinant proteins are 
present in the insoluble bacterial fraction and they are 
purified partially by successive washings with increasing 
concentrations of urea and subsequent dissolution in SDS 
0.3%. 

Fig. 13 shows a polyacrylamide gel with SDS made 
according to Laemrali .(Laemmli, 1970), which shows the 
production of the soluble lytic transglycosidase proteins 
SLT70S1 arid SLT70S2 of - P\ salmonis by ■ recombinant bacteria 
transformed with the plasmids pET32a-SLT70Sl and pET32a- 
SLT70S2 , 

Example! 5: Production of the recombinant proteins of the 
membrane lytic transglycosidase MLT o£ P. salmonis by cloning 
of segments SI and S2 of the MLT gene in the bacterial 
expression vector pET32a and subsequent purification 

After confirming the sequence of the gene that 
encodes the membrane lytic transglycosylase MLT of 
P. salmonis f the amino terminal segment SI that codes for 157 
amino acids and the carboxyl terminal segment S2 of 
approximately 207 amino acids are amplified separately. This 
expression of MLT is performed in segments because, just as 
for SLT70, overexpression of the complete catalytic enzyme is 
not feasible for the bacteria. The 500 bp segment SI is 
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isolated by PGR from genomic DNA using sense and antisense 
primers that contain at their ends the restriction sites 
EcoRI and Xhol respectively. These oligos are sense 5'- 
GACGAATTCATGAGACGATCTTATTGGCTA-S ' and antisense 5'- 

CAGCTCGAGTTATCACTGCGCCGCTTATAATC-3 ^ , For the 621 bp segment 
S2 the same procedure is followed using the primers sense 5'- 
CTCGAATTCAATGTACTAACAACGTTAGCGT-3 ' and antisense 5 ' - 
GACCTCGAGTATTTTAAGAGCCTTTTGAGTG-3 ' • Both PGR products are 
cloned in the vector pGEMT and the positive clones are 
identified by PGR and enzymatic digestion, obtaining the 
plasmids pGEMT-MLTSl and pGEMT-MLTS2 . The MLT gene is 
isolated from both clones using the enzymes EcoRI and Xhol 
and are purified by agrarose gel electrophoresis. The 
purified genes are ligated using phage T4 ligase to the 
vector pET32a (Fig. 8) cut with EcoRI and Xhol. The positive 
clones are identified by digestion with these enzymes. Figs* 
11 and 12 show the structure of the resultant plasmids 
pET32a-MLTSl and pBT32a-MLTS2 . Plasmid DNA was obtained from 
each of the recombinant clones and was used for transforming 
competent cells of coll. Expression of the proteins MLTSl 
and MLTS2 was induced in a culture of recombinant cells by 
the action of 1 mM IPTG. Both recombinant proteins are 
present in the insoluble bacterial fraction and are purified 
partially, by successive washings with increasing 
concentrations of urea and then dissolution in SDS 0,3%. 
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Fig. 14 shows a polyacrylamide gel with SDS made 
according to Laemmli (Laemmli^r 1970) that shows the 
production of the membrane lytic transglycpsylase proteins 
MLTSl and MLTS2 of P, salmonis by recombinant bacteria 
transformed with the plasmids pET32a-MLTSl and pET32a-MLTS2 . 
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PATENT CLAIMS 

1. DNA vaccine, which comprises a DNA fragment that 

codes for the soluble lytic transglycosidase (SLT70) protein 
or a fragment of DNA that codes for the membrane lytic 
transglycosidase (MLT) protein, both from Piscirickettsia. 
salmonisr or an immunogenic region thereof, inserted in a 
suitable plasmid vector for expressing the corresponding 
protein and generating an immune response to Piscirickettsia 
salmonis in vertebrates. 

2- DNA vaccine according to Claim 1, characterized in 

that it comprises a DNA fragment that codes for the soluble 
lytic transglycosidase (SLT70) protein of Piscirickettsia 
salmonis or an immunogenic region thereof, inserted in a 
suitable plasmid vector for expressing the protein and 
generating an immune response to Piscirickettsia salmonis in 
vertebrates . 

3. DNA vaccine according to Claim 2, characterized in 
that said DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence 
SEQ ID No. 1 or a fragment thereof , 

4. DNA vaccine according to Claim 2, characterized in 
that said DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence 
that gives rise to the same protein or protein fragment as 
SEQ ID No, 1, using various codons, preferably the codons 
most used by the vertebrate organism that is to be 
vaccinated. 



5- DNA vaccine according to Claim 2, characterized in 
that said soluble lytic transglycosidase protein derived from 
Piscirzckettsia. salmonis corresponds to the amino acid 
sequence SEQ ID No, 2 or an immunogenic region thereof. 

6- DNA vaccine according to Claims 2 to 5, 
characterized in that said suitable plasmid vector has the 
following characteristics: a) a strong promoter, usually of 
the viral type that is not tissue- specif ic; b) a cloning site 
for insertion of the gene of interest; c) a polyadenylation 
site for stopping the transcription of the messenger RNA; d) 
a prokaryotic replication origin for efficient propagation in 
cultures of E, coli; and e) a selection marker. 

7. DNA vaccine according to Claim 6, characterized in 

that said plasmid vector is the plasmid pUK21-A2 or some 
other with similar characteristics. 

8- DNA vaccine according to Claims 2 to 7, 

characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species . 

9. DNA vaccine according to Claim 8, characterized in 
that said aquaculture species is the Coho salmon. 

10. DNA vaccine according to Claim 8, characterized in 
that said aquaculture species is the Atlantic salmon. 

11. DNA vaccine according to Claim 8, characterized in 
that said aquaculture species is the Chinook salmon . 

12* DNA vaccine according to Claim 8, characterized in 

that said aquaculture species is the trout. 
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13. DNA vaccine according to Claims 2 to 13, 

characterized in that said vaccine is administered by 
suitable techniques, selected from the group comprising 
intramuscular injection, spraying or dipping. 

14- . DNA vaccine according to Claims 2 to 12, 
characterized in that said vaccine additionally includes a 
suitable adjuvant. 

15, DNA vaccine according to Claims 2 to 14, 

characterized in that said vaccine additionally includes a 
pharmaceutically acceptable carrier , 

16- Method of detecting the presence of antibodies to 

soluble lytic transglycosidase of P. salmonis generated by 
the DNA vaccine according to Claims 2 to 15/ characterized in 
that after a time blood is taken from the vaccinated 
vertebrate and the serum is analyzed for the presence of 
antibodies to soluble lytic transglycosidase of P. salmonis^ 
by ELISA or some other method known in the prior art for the 
detection of antibodies. 

17. Method of preparation of the DHA vaccine against 

Piscirickettsia salmonis, which comprises the following 
stages: 

a) Cloning the DNA fragment that codes for the soluble lytic 

transglycosidase protein of Piscirickettsia salmonis or an 
immunogenic region thereof. 
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b) Inserting it in a suitable plasmid vector for expressing 
the protein and inducing an immune response to 
Piscirickettsla. sa^lmonis in vertebrates. 

18. Method according to Claim 17, characterized in that 
said DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence SEQ 
ID No. 1 or a fragment thereof. 

19. Method according to Claim 17, characterized in that 
said DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence that 
gives rise to the same protein or protein fragment as SEQ ID 
No. 1, using various codons, preferably the codons most used 
by the vertebrate organism that is to be vaccinated. 

20- Method according to Claim 11, characterized in that 
said VacB virulence factor protein of PiscijricJcettsia 
saljTionis corresponds to the amino acid sequence SEQ ID No. 2 
or an immunogenic region thereof. 

21- Method according to Claims 17 to 20, characterized 
in that said suitable pilasmid vector has the following 
characteristics: a) a strong promoter, usually of the viral 
type that is not tissue-specific; b) a cloning site for 
insertion of the gene of interest; c) a polyadenylation site 
for stopping the transcription of the messenger RNA; d) a 
prokaryotic replication origin for efficient propagation in 
cultures of E. coli; and e) a selection marker. 

22- Method according to Claim 21, characterized in that 
said plasmid vector is the plasmid pUK21A2 or some other with 
similar characteristics. 
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23- Method according to Claims 17 to 22, characterized 
in that said vertebrate corresponds to an aquaculture 
species . 

24- Method according to Claim 23, characterized in that 
said aquaculture species is the Coho salmon _ 

25- Method according to Claim 23, characterized in that 
said aquaculture species is the Atlantic salmon. 

26. Method according to Claim 23, characterized in that 

said aquaculture species is the Chinook salmon , 
27- Method according to Claim 23, characterized in that 

said aquaculture species is the trout. 

28. Method according to Claims 17 to 27, characterized 
in that said vaccine is administered by Suitable techniques, 
selected from the group comprising intramuscular injection, 
intraperitoneal injection, spraying or dipping. 

29. Purified DNA segment to be used for the production 
of a vaccine against Piscirickettsia salmonis in vertebrates, 
Which codes for the soluble lytic transglycosidase protein of 
Piscirickettsia salmonis or an immunogenic region thereof. 

30. Purified DNA segment according to Claim 29, 
characterized in that it corresponds to the nucleotide 
sequence SEQ ID No. 1 or a fragment thereof. 

31- Purified DNA segment according to Claim 29, 

characterized in that it corresponds to a nucleotide sequence 
equivalent to SEQ ID No. 1, in accordance with the genetic 
code or a fragment thereof- 
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32. Use of the purified DNA segment according to Claims 

2 9 to 30, characterized in that it is used for inducing an 
immune response to Plscirickettsia salmonis in vertebrates. 
33- Use of the purified DNA segment according to Claim 

32, characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species . 

34. Use of the purified DNA segment according to Claim 

33, characterized in that said aquaculture species is the 
Coho salmon, 

35, tSse of the purified i3NA segment according to Claim 
33, characterized in that said aquaculture species is the 
Atlantic salmon, 

36- Use of the purified DNA segment according to Claim 

33, characterized in that said aquaculture species is the 
Chinook salmon. 

37. Use of the purified DNA segment according to Claim 

33, characterized in that said aquaculture species is the 
trout . 

38, Recombinant vaccine for inducing an immune response 
to Plscirickettsia salmonis in vertebrates produced using the 
DNA segment according to Claims 2 9 to 31, characterized in 
that the soluble lytic transglycosidase protein of 
Plscirickettsia salmonis or an immunogenic region thereof is 
produced using a suitable expression vector and a suitable 
host , 
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39- Recombinant vaccine according to Claim 38, 

characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species • 

40. Recombinant vaccine according to Claim 3 9, 
characterized in that said aquaculture species is the Coho 
salmon . 

41. Recombinant vaccine according to Claim 39, 
characterized in that said aquaculture species is the 
Atlantic salmon. 

42. Recdmbinant vaccine according to Claim 3 9, 
characterized in that said aquaculture species is the Chinook 
salmon . 

43. Recombinant vaccine according to Claim 3 9, 
characterized in that said aquaculture species is the trout . 

44. Recombinant vaccine according to Claims 38 to 43, 
characterized in that said expression vector is a plasmid or 
other DNA construct capable of expressing the soluble lytic 
transglycosidase protein in a suitable host- 

45 • Recombinant vaccine according to Claim 44, 

characterized in that said plasmid is the vector pET32a. 

46. Recombinant vaccine according to Claims 38 to 45, 
characterized in that said host is a microorganism, an insect 
cell or an animal cell. 

47. Recombinant vaccine according to Claim 46, 
characterized in that said host is preferably B< coli. 



48. Recombinant vaccine according to Claims 38 to 47, 
characterized in that said vaccine is administered by 
suitable techniques, selected from the group comprising 
intramuscular injection, intraperitoneal injection, spraying 
and dipping - 

49, Recombinant vaccine according to Claims 3 8 to 47, 
characterized in that said vaccine additionally includes a 
suitable ad j uvant , 

50. DNA vaccine according to Claims 38 to 49, 
characterized in that said vaccine additionally includes a 
pharmaceutically acceptable carrier. 

51, Method for detecting the presence of antibodies to 
the soluble lytic transglycosidase SLT70 generated by the 
recombinant vaccine according to Claims 3 8 to 50, 
characterized in that after a time blood is taken from the 
vaccinated vertebrate and the serum is analyzed for the 
presence of antibodies to soluble lytic transglycosidase by 
ELISA or some other method knowii in the prior art for the 
detection of antibodies. 

52- DNA vaccine according to Claim 1, characterized in 

that it comprises a DNA fragment that codes for the membrane 
lytic transglycosidase (MLT) protein of Plscirickettsia 
sa.lmonis or an immunogenic region thereof, inserted in a 
suitable plasmid vector for expressing the protein and 
inducing an immune response to Plscirickettsia salmonis in 
vertebrates . 
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BS- DNA vaccine according to Claim 52, characterized in 
that said DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence 
SEQ ID No, 3 or a fragment thereof, 

54. DNA vaccine according to Claim 52, characterized in 

that said DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence 
that gives rise to the same protein or protein fragment as 
SEQ ID No. 3, using various codons, preferably the codons 
most used by the vertebrate organism to be vaccinated, 
55- DNA vaccine according to Claim 52^ characterized in 

that said membrane lytic transglycosidase protein' deirived 
from Piscirickettsia salmonis corresponds to the amiilo acid 
sequence SEQ ID No. 4 or an immunogenic region thereof. 

56. DNA vaccine according to Claims 52 to 55, 
characterized in that said suitable plasmid vector has the 
following characteristics: a) a strong promoter, usually of 
the viral type that is not tissue -specific; b) a cloning site 
for insertion of the gene of interest; c) a polyadenylation 
site for stopping the transcription of the messenger RNA; d) 
a prokaryotic replication origin for efficient propagation in 
cultures of E, coli; and e) a selection marker. 

57. DNA vaccine accdrding to Claim 56, characterized in 
that said plasmid vector is the plasmid pUK21-A2 or some 
other with similar characteristics, 

58. DNA vaccine according to Claims 52 to 57, 
characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species . 
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59- DNA vaccine according to Claim 58, characterized in 

that said aquaculture species is the Coho salmon , 

60. DNA vaccine according to Claim 58, characterized in 
that said aquaculture species is the Atlantic salmon. 

61. DNA vaccine according to Claim 58, characterized in 
that said aquaculture species is the Chinook salmon. 

62. DNA vaccine according to Claim 58, characterized in 
that said aquaculture species is the trout. 

63. DNA. vaccine according to Claims 52 to 62, 
characterized in that said vaccine is administered by 
appropriate methods, selected from the group comprising 
intramuscular injection, spraying or dipping. 

64. DNA vaccine according to Claims 52 to 63, 
characterized in that said vaccine additionally comprises a 
suitable adjuvant* 

65. DNA vaccine according to Claims 52 to 64, 
characterized in that said vaccine additionally comprises a 
pharmaceutical ly acceptable vehicle, 

66. Method for detecting the presence of antibodies to 
membrane lytic transglycosidase of P. salmonis generated by 
the DNA vaccine according to Claims 52 to 65, characterized' 
in that after a time blood is taken from the vaccinated 
vertebrate and the serum is analyzed for the presence of 
antibodies to membrane lytic transglycosidase of P. salmonis 
by ELISA or some other method known by a person skilled in 
the art for detecting antibodies • 
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67 . Method of preparation of the DNA vaccine against 

Piscirickettsia salmonis, characterized in that it comprises 
the following stages: 

a) Cloning the DNA fragment that codes for the membrane lytic 
transglycosidase protein of Piscirickettsia salmonis or an 
immunogenic region thereof 

b) Inserting it in a suitable plasmid vector for expressing 
the protein and inducing an immune response to 
Piscirickettsia salmonis in vertebrates , 

68 • Method according to Claim 67, characterized in that 

said DNA fragment corresponds to the nucleotide sequence SEQ 
ID No, 3 or a fragment thereof. 

69. Method according to Claim 67, characterized in that 
said DNA fragment corresponds to a nucleotide sequence that 
gives rise to the same protein or protein fragment as SEQ ID 
No. 3, using various codons, preferably the codons most used 

by the vertebrate organism to be vaccinated, 

70. Method according to Claim 67, characterized in that 
said membrane lytic transglycosidase protein of 
Piscirickettsia salmonis corresponds to the amino acid 
sequence SEQ ID No, 4 or an immunogenic region thereof, 

71. Method according to Claims 67 to 70, characterized 
in that said suitable plasmid vector has the following 
characteristics: a) a strong promoter, usually of the viral 
type that is not tissue-specific; b) a cloning site for 
insertion of the gene of interest; c) a polyadenylation site 
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for stopping transcription of the messenger RNA; d) a 
prokaryotic replication origin for efficient propagation in 
cultures of coll; and e) a selection marker. 

72. Method according to Claim 71, characterized in that 
said plasmid vector is the plasmid pUK21A2 or some other with 
similar characteristics. 

73. Method according to Claims 66 to 72, characterized 
in that said vertebrate corresponds to an aquaculture 
species - 

74. Method according to Claim 73, characterized in that 
said aquaculture species is the Coho salmon. 

75. Method according to Claim 73, characterized in that 
said aquaculture species is the Atlantic salmon. 

76. Method according to Claim 73, characterized in that 
said aquaculture species is the Chinook salmon - 

77. Method according to Claim 73, characterized in that 
said aquaculture species is the trout. 

78. Method according to Claims 67 to 77, characterized 
in that said vaccine is administered by appropiriate methods, 
selected from the group comprising intramuscular injection, 
intraperitoneal injection, spraying or dipping . 

79. Purified DNA segment that can be used for the 
production of a vaccine against Piscirickettsia salmonis in 
vertebrates, characterized in that it codes for the membrane 
lytic transglycosidase protein of Piscirickettsia ssLlmonis or 
an immunogenic region thereof. 
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80- Purified DNA segment according to Claim 79, 
characterized in that it corresponds to the nucleotide 
sequence SEQ ID No. 3 or a fragment thereof - 

81- Purified DNA segment according to Claim 79, 
characterized in that it corresponds to a nucleotide sequence 
equivalent to SEQ ID No. 3, according to the genetic code or 
a fragment thereof. 

82. Use of a purified DNA segment according to Claims 

79 to 80, characterized in that it is used for inducing an 
immune response to PisciricJtettsia sa-lmonls in vertebrates - 
83 • Use of a purified DNA segment according to Claim 

82, characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species • 

84, Use of a purified DNA segment according to Claim 

83, characterized in that said aquaculture species is the 
Coho salmon. 

85, Use of a purified DNA segment according to Claim 
83, characterized in that said aquaculture species is the 
Atlantic salmon. 

86, Use of a purified DNA segment according to Claim 
S3, characterized in that said aquaculture species is the 
Chinook salmon. 

87, Use of a purified DNA segment according to Claim 
83, characterized in that said aquaculture species is the 
trout . 
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se. Recombinant vaccine for inducing an iininune response 
to Piscirickettsia salmonis in vertebrates produced using the 
DNA segment according to Claims 79 to 81, characterized in 
that the membrane lytic transglycosidase protein of 
Piscirickettsia salmonis or an immunogenic region thereof is 
produced using an expression vector and a suitable host. 
89* Recombinant vaccine according to Claim 88, 
characterized in that said vertebrate corresponds to an 
aquaculture species, 

90. Recombinant vaccine according to Claim 89, 
characterized in that said aquaculture species is the Coho 
salmon . 

91, Recombinant vaccine according to Claim 89, 
characterized in that said aquadulture species is the 
Atlantic salmon- 

92. Recombinant vaccine according to Claim 89, 
characterized in that said aquaculture species is the Chinook 
salmon . 

93, Recombinant vacciitei according to Claim 89, 
characterized in that said aquaculture species is the trout - 

94, Recombinant vaccine according to Claims 88 to 93, 
characterized in that said expression vector is a plasmid or 
other DNA construct capable of expressing the membrane lytic 
transglycosidase protein in a suitable host. 

95. Recombinant vaccine according to Claim 94, 
characterized in that said plasmid is the vector pET32a, 
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se. Recombinant vaccine according to Claims 88 to 95^ 

characterized in that said host is a microorganism, an insect 
cell or an animal cell. 

97, Recombinant vaccine according to Claim 96, 
characterized in that said host is preferably E, coli. 

98, Recombinant vaccine according to Claims 88 to 97, 
characterized in that said vaccine is administered by 
suitable methods, selected from the group comprising 
intramuscular injection, intraperitoneal injection, spraying 
and dipping. 

99, Recombinant vaccine according to Claims 88 to 97, 
characterized in that said vaccine additionally comprises a 
suitable adjuvant. 

100- DNA vaccine according to Claims 88 to 99, 

characterized in that said vaccine additionally comprises a 
pharmaceutical ly acceptable vehicle . 

101, Method for detecting the presence of antibodies to 

the membrane lytic transglycosidase generated by the 
recombinant vaccine according to Claims 88 to 100, 
characterized in that after a time blood is taken from the 
vaccinated vertebrate and the serum is analyzed for the 
presence of antibodies to membrane lytic transglycosidase by 
ELISA or some other method known by a person skilled in the 
art for detecting antibodies. 
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Vacuna contra el sindrome rickettsial del salmbn basada en fragmentos de ADN que codifican 
para las proteinas transglicosidasa litica soluble (SLT70) y transglicosidasa litica de membrana 
(MLTB) de Piscihckettsia salmonis o una regi6n inmunog^nica de 6stas. 



Una vacuna de ADN para generar respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en 
vertebrados, especlalmente en especies de acuicultura, tales come el salmon Coho 
{Oncorhynchus kitsuch), el salm6n del Atl^ntico {Salmo saiar), el salm6n Chinook (O. 
fsA7awyfsc/?a) o la trucha (O. mykiss), basada en un fragmento de ADN que codifica para las 
proteinas transglicosidasa litica soluble y/o transglteosidasa Iftica de membrana. El 
procedimlento de preparacion de esta vacuna de ADN contra Piscirickettsia salmonis, que 
comprende las siguientes etapas: a) Clonar el fragmento de ADN que cod'tfica para las proteinas 
transglicosidasa litica soluble (SLT70) y transgticosklasa littoa de membrana (MLT) de 
Piscirickettsia salmonis o una region inmunogenica de 6sta. b) Insertarlo en un pl^smido vector 
adecuado para generar respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 

La invenci6n tambien describe la utitizacidn de este fragmento de ADN en la produccidn de una 
vacuna gen6tica contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados y una vacuna basada en una 
proteina recombinante preparada a partir de este fragmento. 



TITULO 



Vacuna contra el sindrome rickettsial del salmon basada en fragmentos de ADN que 
codifican para las proteinas transglicosidasa litica soluble (SLT70) y transglicosidasa 
Iftica de membrana (MLTB) de Piscinckettsia salmonis o una region inmunogenica de 
estas. 



Una vacuna de ADN para generar respuesta inmune contra Piscinckettsia saimonis en 
vertebrados, especialnnente en especies de acuicultura, tales como el salmon Coho 
{Oncorhynchus kitsuch), el salmon del Atlantic© (Salmo salat), el salmon Chinook (O. 
tshawytscha) o la trucha (O. mykiss), basada en un fragmento de ADN que codlfica para 
las proteinas transglicosidasa litica soluble y/o transglicosidasa Iftica de membrana. El 
procedimiento de preparacion de esta vacuna de ADN contra Piscinckettsia salmonis, 
que comprende las siguientes etapas: a) Clonar el fragmento de ADN que codifica para 
las proteinas transglicosidasa Iftica soluble (SLT70) y transglicosidasa Iftica de 
membrana (MLT) de Piscinckettsia salmonis o una regi6n inmunogenica de 6sta. b) 
Insertarlo en un plasmido vector adecuado para generar respuesta inmune contra 
Piscinckettsia salmonis en vertebrados. 

La invenclon tambien describe la utilizacion de este fragmento de ADN en la producclon 
de una vacuna genetica contra Piscinckettsia salmonis en vertebrados y una vacuna 
basada en una protema recombinante preparada a partir de este fragmento. 
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MEMORIA DESCRIPTIVA 



Campo de la invencion .- 

La presente invencion se refiere a una vacuna de ADN para generar respuesta inmune 
contra Piscihckettsia salmonis en vertebrados, especialmente en especies de 
acuicultura, tales como el salmon Coho, el salmon del Atlantico, el salm6n Chinook o la 
trucha, basada en un fragmento de ADN que codifica para las protefnas 
transglicosidasa litica soluble y transglicosidasa Iftica de membrana de P. salmonis, y su 
procedimiento de preparacion. La invencion tambien describe un segmento de ADN util 
en la produccion de una vacuna contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados y una 
vacuna basada en una protefna recombinante preparada a partir de este oligonucleotide 

ANTECEDENTES 

Descripcion de lo conocido en la materia 
SI'NDROME RICKETTSIAL DEL SALMON (SRS) 

La bacteria intracelular Piscirickettsia salmonis, causante de la enfermedad llamada 
Sfndrome Rickettsial del Salmon (SRS), ha sido desde un poco antes de su 
identificaci6n (Fryer y col., 1990) un creciente problema para la industria salmonera 
chilena. Lo que inicialmente se describia como una patologfa que afectaba solo al 
salmon Coho, se extendio a la trucha y al salmon del Atlantico. Pero, no soiamente la 
extension de la enfermedad a las otras especies salmonidas cultivadas en el pais fue la 
causa del empeoramiento de la situacion, sino que durante la decada pasada esta 
enfermedad fue adquiriendo m^s fuerza y aho tras afto, las mortalldades relacionadas a 
ella, los costos en tratamiento y los efectos en la productividad y en la calidad del 
producto final han aumentado. 

Las medidas de mitigacion de la enfermedad utilizadas en los centres de cultivo hoy en 
dfa estan basadas principalmente en el tratamientos con antibioticos y otras medidas de 
manejo tales como la aplicacion de periodos de descanso entre ciclos productivos, para 
asf evltar la transmision horizontal, en el uso de algunos inmunoestimulantes 
disponibles en el mercado, y en la limitacion de la transmisidn vertical, a traves de 
costosos procedimientos de selecci6n de reproductores. En ausencia de vacunas 



efectivas, las acciones enumeradas son las unicas armas que el acuicultor ha usado 
para llmltar los efectos de la enfermedad. 



Todos estos procedimientos no estan totalmente desarrollados, ni totalmente 
incorporados a las metodologias de producoi6n, y en algunos casos no son aplicados 
completamente o correctamente. Todo esto se suma a la aparici6n de cepas de 
Piscirickettsia de mayor virulencia, y la interaccibn con las otras enfermedades 
bacterianas, virales y parasitahas que se han ido agregando aho a aho a la lista de 
enfermedades con las que el acuicultor debe lidiar. Esto explica que la situacion solo 
haya ido empeorando a traves de los anos. 

El Sindrome Rickettsial del Salmon sigue sin una solucion solida. Los tratamientos con 
antibi6ticos se estan haciendo cada vez menos efectivos. Su aplicacibn exitosa es 
inclerta y solo hay respuesta cuando se aplican muy tempranamente y, en muchos 
casos, el suministro inyectable del antibi6tico es la unica solucidn factible. En el 
mediano plazo, la unica soiuci6n viable serd la utilizaci6n de vacunas para la 
inmunizacion de los peces, previo a su exposicion a las condiciones de cultivo marlno, 
donde la propagacion horizontal de la enfermedad es muy eficiente, ya que la 
sobrevivencia de la bacteria en agua dulce es muy baja. " 

Las vacunas existentes en el mercado, consisten en bacterinas de uso restringido y con 
escasa documentacion acerca de su efectividad. Adem^s, la produccion de bacterinas 
para SRS es de alto costo, debido a la complejidad del sistema de cultivo del pat6geno. 
La produccion in vitro de Piscirickettsia, una bacteria intracelular estricta, requiere la 
inoculacion de la bacteria sobre un cultivo de la Ifnea celular apropiada. EI hecho de 
que estas bacterinas sean producidas en los sistemas complejos ya descritos, tiene 
efectos en el nival de control sobre los antfgenos producidos, asf es posible que las 
bacterias cosechadas no contengan los antfgenos o no los contengan en el nivel 
requerido para inducir la proteccion deseada. Una alternativa a las bacterinas es la 
produccion dirigida de antfgenos, a traves de la clonaci6n de los genes que codifican 
los antfgenos deseados del pat6geno en una bacteria m^s simple de cultivar, para 
producir los antfgenos. La producci6n de vacunas a traves de esta t^cnica da origen a 
lo que se conoce como vacunas de ADN recombinante. Hay dos posibles 
presentaciones para este tipo de vacuna, la suspensi6n de c^lulas atenuadas en algun 
tipo de coadjuvante apropiado (generalmente de tipo oleoso), o la suspension de los 
antfgenos fraccionados a partir de la bacteria cultivada en un coadjuvante apropiado. 
En ambos casos es esperable tener algunos efectos secundarlos post vacunaci6n, que 
se manifiestan como una disminucion del crecimiento durante unas semanas, posterior 
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a la vacunacion, y a ciertas adherencias peritoneales, que podrfan afectar la calidad y/o 
el crecimiento de los paces. La ultima generaci6n en vacunas son las de ADN, que 
consisten en la inyeccion de cantidades mfnimas de material genetico que codifique 
antfgenos especfficos del patogeno. De esta manera, el hu^sped comienza a producir 
in-situ los antfgenos codificados. El material genetico Introducido tendrA una vida media 
de unos dfas, despues de lo cual desaparece , tras cumplir su funcidn. 

ANALISIS DEL ESTADO DE LA TECNICA 

VACUNAS EN ACUICULTURA, VACUNAS PARA SRS 

Antecedentes aenerales 

En la actualidad, la industria salmonera nacional se ha consolidado como una 
Importante fuente de divisas para el pais, generando empleo y permitiendo el 
surgimlento de otras empresas relacionadas con el sector. En 1998, la produccion neta 
nacional de salmones y truchas alcanzo un volumen de 181.600 toneladas, generando 
divisas por un monto de US$ 713,5 millones (ver Salmonoticias N^ 72; pag. 4-6; 1999). 
Sin embargo, esta actividad no ha estado exenta de problemas, a la acusaclon de 
dumping y a la brusca cai'da del mercado japones, principal destine del salmon chlleno, 
hay que sumar las perdidas economicas que se producen debido a la muerte de los 
salmones. La mortalidad de los salmones en cautiverio se debe a diversos factores, 
entre los cuales se pueden mencionar la acci6n de la fauna depredadora, males 
procedimientos sanitarios, y la alta densidad de peces por jaulas. No obstante, son las 
enfermedades, y principalmente las causadas por agentes infecciosos, las que se 
destacan por provocar perdidas masivas (ver Salmonoticias N^ 71; pdg. 12-13 y N^ 72; 
pag 18-19; 1999). Actualmente los ejemplares producidos en Chile, se encuentran 
asediados principalmente por microorganismos tales como Renibacterium 
salmoninarum, agente causante de BKD (Bacterial Kidney Disease) y otro de naturaleza 
rickettsial como la Piscirickettsia salmonis que es el agente causante del smdrome 
rickettsial de salmonfdeos, patologfa que sin duda ha provocado las mayores perdidas a 
la industria salmonera en Chile. La cantidad de dinero que se pierde debido a esta 
enfermedad se ha evaluado en mas de US$ 100 millones anuales, si se incluyen tanto 
los costos directos en t^rminos de mortalidades, tratamlento, allmentacl6n, asf como la 
p^rdida de ganancias potenciales (Obach A., y cols., 1998). Otro agente infeccioso que 

estd causando problemas en este sector es un virus perteneciente al genero 

Birnavihdae conocido como Vrrus de la Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPNV) (Bruno 
D., y Poppe T., 1996). Este virus posee un ARN de doble hebra y que provoca un serio 



cuadro cimico en los peces infectados, produciendo sustanciales mortalidades (Bustos 
P., y cols., 1999). hAAs recientemente, existe temor sobre la aparicion de otro virus 
causante de la anemia Infecciosa de salmones o ISAV (ver Salmonoticias 71 ; pag. 
11; 1999 y Cassigoli J., 1999). Finalmente los agentes micoticos, tales como los 
perteneclentes al genero Saprolegn'ia, tambien son una constante amenaza a todas las 
especies de salmonfdeos cultivados en Chile (Ennquez R.,1999). 

El Sfndrome Rickettsial del Salmon se presento por primera vez en el ano 1989 en el 
sur de Chile y fue reportada en salmones Coho {Oncorhynchus kitsutch), pero luego se 
encontr6 que tambien afectaba al salm6n Atl^ntico (Salmo salai), salm6n Chinook (O. 
tshawytscha), trucha arcoiris (O. mykiss), entre otras especies de salmom'deos (Bravo y 
Campos, 1989). Los signos cli'nicos que caracterizan a un pez afectado con Sfndrome 
Rickettsial son el nado en la superficie del agua, letargia, anorexia, oritlamiento, cheque 
contra las parades de las jaulas y oscurecimiento de la piel. Las lesiones macroscopicas 
externas mas relevantes incluyen descamaci6n, palidez branquial, hemorragias 
equimoticas y petequias en la base de las aletas, nodulos y ulceras en la piel, y los 
niveles de hematocrito reflejan una severa anemia (Elizalde J., 1993). Mediante analisis 
anatomopatologico de la cavidad abdominal, es frecuente encontrar la presencia de 
Ifquido ascftico, reno y esplenomegalia, nodulos blanquecinos en el hfgado, presencia 
de una pseudomembrana en el corazon y hemorragias petequiales en el estomago, 
intestine, vejiga natatoria, muscular y grasa visceral. En la mayoria de los cases, el 
intestine esta lleno con un contenido mucoso amarillento y el estomago con un Ifquido 
transparente seromucoso. Desde el punto de vista histopatol6gtco las lesiones 
principales corresponden a necrosis en diversos 6rganos y tejidos, siendo los mas 
afectados el rihon, hfgado, intestine y cerebro. Adem^s se puede encontrar macrofagos 
conteniendo microorganismos dentro del citoplasma (Larenas y cols., 1998). 

El agente etiologico de este sfndrome, fue identificado por primera vez en 1990 por 
Fryer (Fryer y coL, 1990); pero solo en 1992 se pudo establecer de mode m^s 
especffico la relacion de esta bacteria con otras especies de rickettsias, determinando 
mediante la secuencia del gen del ARN 16S el origen de un nuevo g6nero y una nueva 
especle que se denomind Piscirickettsia salmonis (ATCC UR 1361) (Fryer y col., 1992; 
Fryer, 1997). La bacteria se caracteriza por ser Gram negativa, pleomorfica, inmovil, no 
encapsulada, cocoide, con un tamano variable entre 0,5 -1,5 \xxx\. En cultivo, este 
patogeno solo crece en Ifneas celulares de salm6n, tal como c^lulas CHSE-214, dentro 
de vacuolas citoplasmaticas asociada a otras formando agregados de bacterias, aunque 




Giemsa, Hematoxilina-Eosina, Azul de metileno, entre otros. Mediante microscopfa 
electr6nica se ha podido observar que esta bacteria presenta dos membranas, una 
externa ondulada y una Interna citoplasmdtica, lo cual se ha observado en otros 
agentes rickettsiales. Mediante esta misma t^cnica, se ha podido demostrar la 
presencia de estructuras similares a ribosomas cerca de la membrana plasmatica, un 
ADN fibrilar en la region central y estructuras esfericas electrondensas (Larenas y col., 
1998). 

Medidas de prevencion 

En la actualldad el SRS ha sido controlado parcialmente mediante el uso de antibioticos 
los cuales no han resultado ser totalmente efectivos en el combate de la enfermedad. 
Entre los antibioticos con mejores perspectivas para el tratamiento del SRS, estan las 
quinolonas, por su amplio espectro, baja CM! y accion intensamente bactericida. Sin 
embargo, estos farmacos tienen efectos colaterales, tales como la generacion de 
resistencia de los patogenos, toxicidad, hipersensibilidad e inmunosupresibn (Arriagada 
R., 1996). El uso de antibi6ticos tiene problemas que se relacionan con regulaciones 
aprobadas en 1997 por la FDA de los Estados Unidos de Norteamerica y por la 
Comunldad Economica Europea que exigirdn que todos los productos provenlentes de 
la acuicultura deberan llegar a sus respectivos mercados sin residuos de antibi6ticos. 
Esto sin duda que sera un problema para los productores chilenos si se piensa que en 
Chile se destina el 80 % de los antibioticos disponibles en el mercado nacional al 
combate de la P. salmonis (ver Aquanoticias 37; pag. 20; 1997). 

Bacterinas v vacunas a base de orotefnas recombinantes. 

Recientemente, Smith y col., (1997) describieron los resultados de proteccion parclal 
obtenidos al inmunizar salmones Coho con una bacterina cl^sica para P. salmonis, 
preparada con la cepa ATCC del patogeno crecido en cedulas CHSE-214 y 
posteriormente fijado con paraformaldehfdo. Los peces fueron desafiados en forma 
natural, esto es transfiriendolos luego de la esmoltificacion a un sitio con 
pisclrickettsiosis endemica. 

Gaggero present© en 1995 una solicitud de Patente Chllena (Gaggero 1995) referida a 
un procedimiento de obtencion de una vacuna contra el smdrome rickettsial del salmon 
producido por la bacteria Piscirickettsia salmonis. El m^todo descrito en esa solicitud de 
patente comprende un proceso de produccion de una vacuna inactivada, del tlpo 
bacterina. Para elio iniciaimente debe propagarse la bacteria ^R^pqJtp^os celulares de 

^^^^ 



peces y una vez purificada, se inactiva y se diluye en un disolvente adecuado, 
quedando lista para su uso inyectable. v.-^ 

Otra posibilidad son las vacunas basadas en protei'nas recombinantes. Si se logra 
identificar antigenos involucrados en la respuesta innnune humoral y/o celular de 
salmon fdeos contra P. salmonis, es posible, usando la metodologia de Biologfa 
Molecular, clonar y expresar estas moleculas en vectores apropiados, ya sea en 
bacterias, levaduras o celulas animales, para posteriormente estudiar su caracter 
protective. Este tipo de procedimientos ha side empleado en el estudio de numerosas 
patologfas que afectan a los humanos y entre ellas, algunas de las enfermedades que 
son provocadas por bacterias del genero Rickettsia. 

En el caso de la fiebre de los matorrales, producida por la R. tsutsugamushi, se ha 
determinado la presencia de dos polipeptidos, de masas moleculares de 56 y 58 Kd, 
localizados en la superficie de la bacteria, los que sen'an predominates en la infeccion 
(Tamura y col., 1985) y cuyos genes han side clonados (Stover y coL, 1990a). En el 
caso de la fiebre de la Montanas Rocosas, producida por la R. rickettsii, se ha 
identificado y clonado el gen para una protema de 155 KD, localizada en la pared 
celular de la bacteria y mediante anticuerpos monoclonales se ha determinado la 
presencia de epitopes sensibles al calor. Este antrgeno, a! ser inoculado en ratones, los 
protege del efecto letal de la bacteria (McDonald y coL, 1987). Es interesante destacar, 
que una protema analoga de 155 Kd, ha sido Identificada en Rickettsia conoriiy el gen 
que la codifica se ha clonado y expresado en E. coii. Al inocular cobayos con un lisado 
de la bacteria recombinante, se obtiene proteccl6n a la infecci6n con la cepa homologa 
de Rickettsia conorii y tamblen proteccion parcial a la infeccion experimental con una 
cepa heter61oga como es Rickettsia rickettsii (Vishwanath y col., 1 990). 

Vacunas de ADN 



El desarrollo de nuevas estrategias de vacunaci6n contra P. saimonis se justifica por el 
hecho de que a la fecha la enfermedad no ha sido oontrolada y solo existe una vacuna 
comercial tipo bacterina con registro al dfa, pero cuyos resultados son controversiales 
para los expertos en salud animal abocados al tema del SRS (ver Aquanoticias 47; 
pag. 7; 1999). Existen varias vacunas en etapa experimental, cinco de ellas son del tipo 
bacterinas, una protema aislada (antigeno purificado) y una basada en ADN 
recombinante (ver Aquanoticias N° 47; pdg. 9; 1999). La producci6n de una vacuna tipo 
bacterina, involucra el cultivo, la purificacion y posterior inactlvacl6n de la bacteria. El 
proceso de cultivo puede tomar hasta 2 semanas cuando no hay problem as de 
contaminaci6n, hecho que no es trivial cuando se trata de cultivar una bacteria *iu^ 



cultivo celular es practicamente sensible a todos los antibi6ticos. El proceso de 
purificacion es costoso, lento e inadecuado para un escalamiento conno el que se 
requerirfa para una vacunaci6n masiva de millones de salmones. Tambien se ha 
demostrado que una vacunacion con bacterinas requiere de adyuvantes para la 
potenciacion de la respuesta inmune del pez y de dosis adicionales de refuerzo, 
situacion que produce rechazo en los salmonicultores porque implica una doble 
manipulacion de los peces lo cua! puede generar un estres tan alto que puede provocar 
mortalidades nnayores a las que se pueden producir con un posible brote de SRS (ver 
Aquanoticias N- 47; pag. 8; 1999). Ademas, no se conocen trabajos en que se 
demuestre que las bacterinas son capaces de inducir Inmunidad celular, lo cual es muy 
importante cuando se trata de patogenos de vida intracelular como lo es P. salmonis, 
Por otro lado, vacunar con antigenos puros tambien plantea problemas, entre ellos se 
puede mencionar el hecho de que por tratarse de protefnas usualmente obtenidas a 
partir de ADN recombinante son clonadas y expresadas en microorganismos, 
generalmente producidas dentro de cuerpos de inclusion, desde donde deben 
recuperarse y purificarse, proceso que toma tiempo y eleva los costos de produccion. 
Las protefnas ademas, una vez que son obtenidas deben mantenerse en frfo para su 
Optimo funcionamiento, y este ultimo hecho las hace poco viables en regiones donde se 
carece de sistemas de cadena de frfo. Otros sistemas de vacunacion, tales como los 
basados en vectores virales presentan el inconveniente de que pueden ser 
ineficientemente atenuados y revertir hacia una cepa virulenta (Hilleman R., 1995). 
Ademds, debido a que requieren integrarse al genoma del huesped pueden provocar 
mutaciones indeseables (Kurth R., 1995). ^ 

La tecnologfa de vacunacion con acidos nucleicos se refiere al procedimiento mediante 
el cual se induce una respuesta inmune a una protefna expresada "in vivo" iuego de la 
introduccion de una secuencia oligonucleotfdica que codifica para esta protefna. Esta 
tecnologfa es radicalmente diferente a las vacunas cl^sicas que contienen el material 
inmunogenico, ya sea en la forma de un agente patogenico inactivado o mas 
recientemente como una subunidad del agente patog6nico, sea este purificado a partir 
del pat6geno o producido por ADN recombinante o mediante si'ntesis qufmica de 
peptides. La posibilidad de desarrollar vacunas basadas en dcidos nucleicos naci6 en 
1990 cuando Feigner y sus colaboradores (Wolff y cols., 1990; Feigner y col., 1995) 
descrlbleron que la inyeccl6n de genes reporteros en c^lulas musculares, resultaba en 
la expresion de las protefnas codificadas por el material gen6tico. Dos anos mas tarda 
Tang y colaboradores (Tang y cols.. 1992) demostraron que la inmunlzacion de 
animales con microesferas de oro coloidal recubiertas con ADN plasmidial resultabaen 
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la aparlcion de una respuesta inmunogenica de los animales hacia las protemas 
codlficadas por el ADN inyectado. Posteriormente Liu y colaboradores (Ulmer y cols., 
1993) demostraron que la inmunizaci6n de los animales con ADN codiflcador de 
protemas del virus de la influenza inducfan una inmunidad protectiva contra el 
patogeno. En esos experimentos los ratones fueron inmunizados con ADN plasmidial 
que contiene un inserto codificador de las protemas del virus, los cuales desarrollaron 
una respuesta inmune humoral y celular suficiente para proteger a los animales de un 
desafio letal con el virus influenza. Recientemente, varies investigadores han reportado 
la eficacia de las inmunizaciones con ADN para provocar respuestas inmunes 
protectivas en modelos animales de varias enfermedades infecciosas algunas de las 
cuales incluyen patogenos intracelulares como P. salmonis. Entre estas se incluyen 
influenza (Ulmer y cols., 1993; Montgomery y cols., 1993; Robinson y cols., 1993), 
(Xiang y cols. ,1994), malaria (Sedegah y cols., 1994; Hoffman y cols., 1995), 
leishmaniasis (Xu y cols., 1994), virus papiloma (Donelly y cols., 1995), herpes 
(McClements, 1995; Rouse, 1995), tuberculosis (Lozes E. y cols; Lowrie D., y cols. 
1997) y virus herpes de bovino (Babiuk y cols., 1995). 

Las vacunas de acidos nuclelcos pueden estar basadas en ARN o en ADN, aunque la 
gran mayorfa de los estudios realizados en animales liasta hoy en di'a se han basado 
en ADN. A pesar de que el ARN mensajero es sin duda mas atractivo desde el punto de 
vista de la baja posibilidad de integracion en el genoma, no parece ser el vehfculo de 
preferencia debido a su inestabilidad y mayor dificultad de producci6n. 

Dos factores deben tomarse en cuenta al considerar que tipo de tejido es el optimo para 
inmunizaciones con vacunas de ADN, como son el nivel de antfgeno expresado y la 
accesibilidad del antfgeno al sistema inmune. La cantidad de antfgeno producido 
dependera de la cantidad de ADN incorporada a las c6lulas, la cual a su vez depende 
del tipo de c6lulas y de la formulacl6n del ADN. El nivel de expresi6n depender^ en 

parte de la actividad o potencla del promoter y de otros elementos gen^ticos que 
optimizen la transcripcion y la traduccion presente en el vector. Para un mismo 
promoter, esta actividad puede variar en diferentes tejidos. Los vectores de expresi6n 
poseen un promoter eficiente, los cuales son usualmente promotores virales tales como 
los del Citomegalovirus humano, Virus de simios 40 (SV40), Virus del Sarcoma de Rous 
(RSV). Estos promotores no son tejido especffico, tienen expresidn constitutiva, y 
pueden ser sustltuidos por elementos promotor/enhancers especie y tejido-especfficos 
como es el caso del gen de la p-actina de carpa Cyprinus carpio (Liu Z. y col., 1990). 




enzimas de restriccion, los vectores poseen un sitio de poliadenilaci6n, para aumentar 
la estabilidad del ARNm. Con este fin, usualmente se usa la secuencia de 
poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento de bovino, BGHpA (Donnelly J., y 
cols., 1997). Tambien deben poseer un ongen de replicacidn procariotico, para la 
eficiente propagacion del plasmidio en celulas de E. coli competentes. Los marcadores 
de seleccion mas usuales que llevan los vectores de expresion plasmidlales utilizados 
en vacunas de ADN son Ampicilina o Kanamicina. Experimentalmente se ha encontrado 
que si entre la region promotora y la secuencia de poliadenilacion se coloca un intron 
(secuencia no codificante) se aumenta varias veces la eficiencia de expresion del vector 
(Barry M., y Johnston S., 1977), 

La accesibilidad del antfgeno al sistema inmune es otra variable importante y que 
dependera de su presentacion. Para inducir una respuesta de tlpo humoral, el antfgeno 
debera ser presentado en la superficie de la celula transfectada con el ADN o secretada 
y procesada por celulas presentadoras de antfgeno, lo cual dependera del tipo de 
vector utilizado. Para provocar una respuesta celular, debera inducirse una 
presentacion adecuada de peptides derivados del antfgeno por mol6culas codificadas 
por el MHC del sistema hospedero. (Donnelly J., y cols., 1997), (Sewell A., y cols., 
1999; Whitton J., y cols,, 1999). 

La transferencia de acidos nucleicos al animal o indlviduo vacunado puede ser Nevada a 
cabo de varias maneras. La formulacion mas comunmente usada es la transferencia de 
ADN plasmidial o de ADN contenido en un vector viral (adenovirus, retrovirus, vaccinia, 
herpes, etc.). El ADN plasmidial ofrece varias ventajas potenciales ya que es muy 
estable y mas facll de preparar en forma reproducible. Ademas, en contraste con los 
vectores virales, el ADN plasmidial esta usualmente disenado para permanecer en 
forma episomal, es decir, sin capacidad para integrarse al genoma del animal. Muchos 
de los vectores virales en general requieren de integraci6n al genoma lo que podrfa 
resultar en activaci6n de oncogenes o en inactivacl6n de genes supresores de tumores. 
(Nichols y cols., 1995). Una de las rutas de inmunlzacl6n con ADN mds estudiadas ha 
sido la inyeccion directa de material gen^tlco al tejido muscular. Por ejempio, Davis y 
colaboradores (Davis y cols., 1993) han demostrado que una sola inyecci6n de ADN 
codificador del antfgeno de superficie del virus de la hepatitis B, en mOsculo esquel^tico 
de ratbn, induce una rapida, potente y sostenlda respuesta Inmune humoral y celular. A 

pesar de la baja eficiencia de la transferencia gendtica en musculo maduro, esta es 
suficiente para los prop6sitos de inmunizacion, Por ejempio, una Inyeccibn de solo 10 
microgramos de ADN en el musculo de la tibia anterior de raton, induce anticueroD^-ea 
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un nivel superior a las 10 mlU/mL, nivel considerado suficiente para conferir inmunidad 
protectiva en humanos (Davis y cols., 1993). Se ha observado que la potencia de la 
respuesta inmunologica esta claramente relacionada con la dosis de la vacuna y con la 
eficiencia de la transfeccion. Asf, metodos que mejoran la incorporacion de ADN a las 
celulas nnejoran la respuesta inmunologica. Por ejempio, la inyeccion de ADN en 25% 
sacarosa resulta en un aumento de cien voces en el nivel de anticuerpos (Davis y cols., 
1993). Estos autores tambien han demostrado que la respuesta inmune obtenida como 
resultado de inmunizacion por ADN es persistente, demostr^ndose que el nivel de 
anticuerpos obtenido se mantiene por lo menos por 17 semanas luego de una sola 
inyeccion de ADN. 

Una variacion tecnologica muy interesante ha sido descrita reclentemente por Johnston 
y colaboradores (Barry y cols., 1995; Johnston y Barry, 1997). Estos autores 
desarrollaron un metodo para la obtencion de vacunas de ADN, basado en la 
inmunizacion con genotecas de expresion, las que potencialmente codifican todas las 
proteinas del agente infeccioso. Esto permite desarrollar vacunas incluso contra 
patogenos sobre los cuales se conoce muy poco de antfgenos protectivos, ya que no es 
necesario saber que genes del patogeno estan asoclados a inmunidad. Barry y 
colaboradores demostraron que la inmunizacion de ratones con genotecas de expresion 
obtenidas a partir de ADN gen6mico completo de Mycoplasma pulmonis, un patogeno 
natural de roedores, era capaz de desarrollar inmunoproteccion contra un desaffo con el 
patogeno. Esta tecnologfa se basa en que todos los antfgenos del patogenos estan 
codificados finalmente en su genoma. Por esto el metodo involucra hacer una genoteca 
de expresi6n del genoma del patogeno en vectores adecuados que permiten la 
expresion de los potenciales genes antigenicos o de parte de ellos que hayan logrado 
clonar. Este genoma puede ser luego reducido en sucesivas etapas de fraccionamiento 
hasta llegar a plasmidios protectivos individuates. Por ello, este enfoque permite 
tambien descubrir genes candidates Individuals y utilizarlos como vacunas 
recombinantes. El asunto crftico en la aplicacidn de una inmunizacion con genotecas de 
expresion, es su sensibilidad. Por ejempio, para cubrir el genoma de un patogeno 
bacteriano de 3 x 10® pb en fragmentos de 500 pb requerirfa aproximadamente de 
6.000 clones. Pero, solamente 1/6 de estos estaria en el marco y direccidn correcta. De 
modo que un equivalente de expresion requerirfa de 36.000 clones. Por ultimo, es 
importante destacar que en peces (Kanellos y cols., 1999) y, especfflcamente en carpas 
(Cyprlnus carp/o), en truchas {Oncorhynchus mykiss) y en pez dorado {Carasslus 
auratus L.), ha sido descrita la metodologfa para expresar genes exogenos inyectados 
intramuscularmente (Hansen y cols., 1991; Anderson y cols., 1996a y Russell y cols., 
1998. respectivamente.). En el segundo caso ademds, el grupo de Andersor)--h^ 



11 




demostrado que las truchas inyectadas en la musculatura esquel^tica, con un plasmidio 
que contiene los genes que codifican para protefnas del virus de la necrosis 
hematopoyetica infecciosa (IHNV) y que estan bajo el control de un promoter de 
citomegalovirus, producen anticuerpos neutralizantes los cuales confieren proteccion a 
las truchas cuando son desafiadas con IHNV (Anderson y cols., 1996b). 
Herrmann, et al. (United States Patent 6,165,993) describen una aplicacion concreta de 
las vacunas de ADN para generar respuesta inmune contra rotavirus en diferentes 
vertebrados. 

Para el caso particular de la aplicacion de las vacunas de ADN contra enfermedades 
rickettsiales, Barbet et al. (United States Patent 6,025,338) dieron a conocer una 
composici6n que comprende un polinucleotido aislado, que es capaz de inducir 
respuesta inmune contra una enfermedad causada por una rickettsia patogena, entre 
las que se encuentran Cowdria ruminantium. Ehrlichia chaffeensis y Anaplasma 
marginale. 

La patente de invencion de Davis (United States Patent 6,180,614) describe la 
utilizacion general de las vacunas de ADN como m^todo de inmunizacibn de especies 
de acuicultura. Esta patente tambien da a conocer los mStodos de administracion de los 
sistemas de expresion de ADN a los peces. Tales m6todos Incluyen la tecnicas de 
Inyecci6n, pulverizacion e inmersion. 

Transoiicosidasas Ifticas soluble v de membrana 

Las transglicosidasas son enzimas que actuan hidrolizando el peptidoglican que forma 
parte de la pared de las bacterias. El peptidoglican forma el llamado sacculus 
bacteriano y tiene la funcion de proteger a la celula del estres mecanico y mantener la 
presl6n osm6tica interna de la bacteria. Estd compuesto por cadenas lineales de dcldo 
N-acetilmurdmico y N-acetiglucosamina entrecruzados por pequeHos peptides que dan 
rigidez a la pared . Sin embargo la celula requiere a su vez de flexibilidad para poder 
crecer y dividlrse. Esta flexibilidad esta dada por un equilibrio entre las actividades de 
smtesis e hidrolisis que actuan sobre el peptidoglican (Hdltje & Schwarz,1985). Hasta la 
fecha se han descrito alrededor de 10 diferentes actividades sintetizadoras y alrededor 
del mismo numero de actividades de hidrolisis que difleren en los diferentes puntos 
donde cortan la macromolecula. En este equilibrio de actividades son las enzimas que 
degradan el peptidoglican las que poseen un rol fundamental, no solo para la ruptura de 
la pared durante la division celular sino tambien creando espacio y nuevos sjtios 
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aceptores de material para remodelar y hacer crecer la pared durante el crecimiento 
ceiular y permitir ademas el transporte de DNA. toxinas, flagelo y otras proteinas por la 
tupida red de peptidoglican (Holtje. 1995; Hdltje & Tuomanen, 1991; Goodell,1985; 
Dijkstra & Keck 1996). Dentro de estas enzlmas son de especial interes las 
transglicosilasas liticas, identificadas originalmente en E. coli, Estas enzimas hidrolizan 
la union glicosidica p-1,4 entre los residues de el acldo N-acetilmuramico y los residuos 
de N-acetilglucosamina, degradando completamente el peptidoglican in vitro como lo 
hacen las lisozimas (Holtje y col., 1975). Pero a diferencia de estas ultimas, las 
transglicosilasas concomitante con el corte, catalizan la uni6n entre los carbonos 1 y 6 
de los residuos de acido N -acetilmuramico, liberando como producto a partir de esta 
red insoluble, hebras solubles de 1.6 anhidromurop6pt!dos que han provocado gran 
interes por su capacidad de estimuiar el sistema inmune en mamffero (Dokter y col 
1994) y otras propiedades relacionadas con patog^nesis en algunas especies (Melly y 
col 1984; Cookson y col. 1989). La actividad no controlada de las transglicosilasas 
endogenas causan la autolisis celuiar y por esto se han denomlnado transglicosilasas 
liticas (Betzner y col.. 1 990). 

Se han aislado 6 diferentes transglicosilasas de E. coli. Una de ellas es soluble y se 
localiza en el espacio periplasmico y tiene un PM de 70 kDa (SLT70) (Engel y col 1991). 
Las otras 5 son lipoproteinas que estdn unldas a la membrana externa de las bacterias 
Gram(-), a traves de la cara interna de esta y localizadas por esto en la region mas 
externa del espacio periplasmico. Estas se han denominado MLTA (Ursinus & Holtje, 
1994; Lommatzsch y col, 1997); MLTB (Ehlert y col ,1995; Engel y col. 1992); MLTC 
(Dijkstra & Keck 1996); MLTD y EmtA (Kraft y col 1998). Las distintas enzimas no solo 
difieren en su preferencia de sustrato, actividad enzim^tica y susceptibilidad frente a 
inhibidores glicopeptidicos (Romeis y col. 1993), sino tambien en su secuencia proteica, 
conservandose algunos dominios de consenso entre las diferentes MLT (Koonin & 
Rudd, 1994 ; Lommatzsch y col., 1997). Genes homologos a estas enzimas se han 
descrito en Pseudomonas aeruginosa (Blackburn y Clark, 2002), Bordetella pertusis 
(Cookson y col ,1989) y Neisseria gonorrhoeae (Sinha & Rosenthal, 1980) entre otros y 
se espera que este presente en un amplio rango de bacterias Gram negativas. La 
transgllcosidasa que ha sido estudiada en mayor detalle es la SLT70 que codlfica para 
una enzima monomerica de 618 aa y es inhlbida por el antlbl6tico Bulgecina A en 
tratamiento combinado con el compuesto p-lactamico furazloclllina (Templin y col 1992). 
Estudios cristalograficos han demostrado una estructura de rosquilla, a traves de la cual 
la enzima se uniria fuertemente al peptidoglican (van Asselt y col. 1999 b; Dijkstra & 
Thunninssen 1994; Holtje, 1996). Alguna de las transglicosidasas de membrana no son 
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inhibidas por bulgecina A, lo que ha permitido diferenciar su actividad en experimentos 
in vivo e in vitro. Se ha descrito una enzima soluble de 35 kDa (SLT35) connpletamente 
activa que es el resultado proteoli'tico de la hidrolisis de los primeros 40 aminoacidos de 
la enzima de membrana de 40 kDa MLT B (Engel y col., 1992; Dijkstra y cel., 1995; 
Ehlert y col. ,1995). Al igual que la transglicosidasa soluble de 70 kDa (SLT70) se 
cristalizo la fraccion soluble SLT35 unida a fragmentos de peptidoglicdn, lo que permitio 
dilucidar los diferentes dominios y los aminodcidos involucrados en la union al 
peptidoglican (van Asselt & Dijkstra1999a; van Asselt y col., 2000). SLT35 posee 3 
dominios; a , p y el centre active ubicado entre estos dos que presenta un plegamiento 
semejante al de la lisozima y al sitio active de la SLT70. A pesar de la diferencia en su 
secuencia aminoacfdica entre las 2 SLT, existe una coincidencia en algunos 
aminoacidos del sitio active en su interaccion con los sustratos. Una caracten'stica 
singular de SLT35 es la presencia en su centre active, de un plegamiento tipo mano de 
EF de union a Ca^^ que le da termoestabilidad a la molecula y que solo ha side descrito 
anteriormente en procariontes para la enzima periplasmatica de union a 
glucosa/galactosa (GBP)( Vyas y cel., 1987). Tantro la SLT35 come SLT70 son 
exomurinidasas que requieren de las cadenas pepti'dicas del peptidoglican para su 
actividad (Beachey y col. 1981; Romeis y col. ,1993) siendo el dominie N-terminal en 
forma de rosquilla de la SLT y los residues 99-108 de SLT35 los responsables de esta 
actividad (van Asselt y col. ,1999a, 1999b). A diferencia de estas ultimas 
transglicosilasas, la enzima MLTA es activa sobre hebras de glican libres de peptide 
(Romeis y cel., 1993). 

Estudios de NMR han permitido estudiar los diferentes motives presentes en la 
transglicosilaso.de membrana MLTD y se ha descrito en el extreme carboxilo de esta 
transglicosilasa, la presencia de dos motives LysM que tienen come funcion general, la 
union a peptidoglican y se encuentra ampliamente distribuido en diferentes moleculas 
que se asocian al peptidoglican, especialmente en enzimas que degradan esta 
macromolecula (Bateman & Bycroft, 2000). Si bien la funcion exacta de MLTD se 
desconoce, dates recientes basados en la distribuci6n fllogen^tica de la protema 
sugieren que podna estar involucrada en la biosfntesis flagelar (Pellegrini y col 1999). 

Las funciones de cada una de estas diferentes transglicosidasas en la c^lulas es aun 
desconocidas pero la presencia de estas diversas moleculas que comparten la misma 
actividad da luces del complejo mecanismo de coordinacion entre sfntesis y 
degradacion que debe existir para garantizar el correcto crecimiento del sacculus 
durante la division celular para mantener la forma especffica de la bacteria. El estudio 
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de Interaccion protema— protei'na mediante cromatograffa de afinidad desarrollado por el 
grupo de Vollmer (Vollmer y col., 1999; von Rechenberg y coL, 1996) ha demostrado la 
interaccion de la transgllcosidasa MLTA con varias enzimas encargadas de la smtesis 
de peptidoglican reconstituyendo in vitro un complejo multienzimatico que permitiria 
postular la existencia de una holoenzima hipotetica responsable del crecimiento 
controlado de la pared celular bacteriana. 

Las transglicosidasas son un bianco interesante para estudiar el metabolismo del 
peptidoglican, mas aun si consideramos que la actividad de estas enzimas esta dirigida 
a las uniones glicosfdicas entre las hebras de glicanes lo que abre la posibilidad de 
disenar nuevos antibioticos diferentes a la penicilina y los compuestos p-lactamicos 
relacionados, cuyo bianco han sido las enzimas sintetizadoras e hidrolisadoras de las 
uniones de tipo peptfdicas que entrelazan las hebras de glicanes (Waxman y 
Strominger.,1983). No obstante, mas atractivas en lo que se refiere a aplicaciones 
biotecnologicas resultan las transglicosilasas por la alta respuesta inmune de tipo 
celular contra MLTA observada por el grupo de Pizza (Pizza y coL, 2000) al seleccionar 
antfgenos de superficie para desarrollar una vacuna contra Neisseria meningitidis. Esta 
alta inmunogenicidad celular resulta fundamental en el momento de seleccionar 
candidates para desarrollar una vacuna contra un pat6geno intracelular como es el case 
de Piscirickettsia saimonis yen especial para una vacuna de ADN. El gen aislado de P. 
salmonis para la transglicosilasa de membrana corresponde al tipo MLTB. 

Deflnicion del Problema Resuelto por la Invencl6n 

Actualmente hay una necesidad creciente de vacunas para las infecciones masivas de 
especies de acuicultura. Tal como se explico anteriormente, las vacunas existentes en 
el mercado basadas en bacterinas son de uso restringido y con escasa documentacion 
acerca de su efectividad. Ademas, la produccidn de bacterinas para SRS es de alto 
costo, debido a la complejidad del sistema de cultlvo. La presente invencion soluciona 
los problemas del presente estado de la tdcnica, empieando los conocimientos 
modernos de biologfa molecular, para producir vacunas de ADN y vacunas 
recombinantes contra el SRS. Ello permite la produccion de estas vacunas en gran 
escala y con alta efectividad, haciendose independtente de los complejos sistemas de 
cultivo requeridos para la proliferacion de Piscirickettsia salmonis. 
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Definicion de la invencion 



En general, la invencion se refiere a una vacuna de ADN para generar respuesta 
inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados, especialmente en especies de 
acuicultura, tales como el salmon Coho, el salm6n del Atldntico, el salmon Chinook o la 
trucha, basada en un fragmento de ADN que codifica para las protemas 
transglicosidasa Iftica soluble y transglicostdasa litica de membrana de P. salmonis, y su 
procedimiento de preparacion. La invencion tambi^n describe un oligonucleotide 
purificado util para la produccion de una vacuna contra Piscirickettsia salmonis en 
vertebrados y una vacuna recombinante preparada a partir de este oligonucleotide. 

El termino "vacuna" se refiere aquf a cualquier material capaz de producir una respuesta 
inmune en el animal que ha recibido este material. 

La vacunacion con acidos nucleicos se refiere al procedimiento mediante el cual se 
induce una respuesta inmune a una protefna expresada "//? wVo" luego de la 
introduccion de una secuencia oligonucleotidica que codifica para esta protema. Por lo 
tanto, el concepto de "vacuna de ADN", tal como de utillza aquf, se refiere a cualquier 
segmento de ADN que al ser introducido a un animal, produce la respuesta inmune 
explicada en la frase anterior. 

El principal objeto de la presente invencion es una vacuna de ADN, que comprende un 
fragmento de ADN que codifica para las protefnas transglicosidasa Iftica soluble y 
transglicosidasa Iftica de membrana de Piscirickettsia salmonis o una region 
inmunogenica de esta, insertado en un plasmido vector adecuado para generar 
respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 

En una realizacion preferida de esta invencion, dicho fragmento de ADN corresponde a 
la secuencia nucleotidica Sec Id N^ 1 (ver Figura 1) o un fragmento de esta. 
Alternativamente, dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotidica 
que da origen a la misma protema o fragmento de protefna que la Sec Id N° 1, 
empleando codones diferentes, preferentemente los codones mas usados por el 
organismo vertebrado a ser vacunado. Para ambas realizaciones, se ha llegado a 
establecer que la protefna transglicosidasa Iftica soluble de Piscirickettsia salmonis 
corresponde a la secuencia aminoacidica Sec Id N^ 2 (ver Figura 2) o una region 
inmunogenica de esta. 
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En otra realizacion preferida de esta invencion, dicho fragmento de ADN corresponde a 
la secuencia nucleoti'dica Sec Id N= 3 (ver Figura 3) o un fragmento de esta. 
Alternativamente, dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotidica 
que da origen a la misma protema o fragmento de protefna que la Sec Id N° 3, 
empleando codones diferentes, preferentemente ios codones mds usados por el 
organism© vertebrado a ser vacunado. Para ambas reaiizaciones, se ha llegado a 
establecer que la proteina transglicosidasa Iftica de membrana de Piscirickettsia 
salmonis corresponde a la secuencia amino^cidica Sec id 4 (ver Figura 4) o una 
regidn inmunogenica de esta. 

En otra realizacion preferida de la vacuna de ADN de acuerdo a la invencion, el 
plasmidio vector adecuado presenta las siguientes caracten'sticas a) un promoter fuerte, 
usualmente del tipo viral que no sea tejido-especffico; b) un sitio de clonamiento para la 
insercidn del gen de interns; c) un sitio de poliadenllaci6n para detener la transcripcion 
del ARN mensajero; d) un origen de repllcaci6n procari6tico para una eficiente 
propagaci6n en cultivos de E. coli; y e) un marcador de selecci6n. Preferentemente, 
dicho plasmidio vector es el plasmidio pUK21-A2. 

En particular, dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura, 
preferentemente es el salmon Coho. el salmon del Atl^ntico, el salmon Chinook o la 
trucha 



En otra realizaci6n preferida de la vacuna de ADN de acuerdo a la invencibn, ella se 
administra mediante t^cnicas adecuadas. selecclonadas del grupo consistente en 
inyeccion intramuscular, la pulverizaclon y la inmersi6n. Ademds. la vacuna comprende 
un adjuvante adecuado y/o un transportador farmac6uticamente aceptable. 

En otra version prevista de la presente invencidn, la presencia de anticuerpos contra las 
proteinas transglicosidasa iftica soluble y transglicosidasa Iftica de membrana 
generadas por la vacuna de ADN se detecta por un m6todo, segun el cual despu6s de 
un tiempo se extrae sangre del vertebrado vacunado y el suero se analiza por la 
presencia de anticuerpos contra las proteinas transglicosidasa Iftica soluble y 
transglicosidasa Iftica de membrana. 

Un segundo objeto principal de la invencion es un procedimiento para la preparacion de 
la vacuna de ADN contra Piscirickettsia salmonis. que comprende las siguientea^pas: 
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a) Cionar los fragmentos de ADN que codifican para las protefnas transglicosidasa litica 
soluble (SLT70) y transglicosidasa li'tica de membrana (MLT) de Piscirickettsia salmonis 
o una region inmunogenica de 6stas. 

b) Insertarlo en un plasmido vector adecuado para su expresi6n y generaci6n de una 
respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis ex\ vertebrados. 

En una realizacion preferida, el procedimiento comprende un fragment© de ADN 
corresponde a la secuencia nucleotidica Sec Id N» 1 o un fragmento de esta. 
Alternativamente, el fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotidica que 
da origen a la misma protei'na o fragmento de protefna que la Sec Id 1 , empleando 
codones diferentes, preferentemente los codones m^s usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. Para ambas realizaciones, se ha llegado a establecer que la 
protei'na transglicosidasa litica soluble de Piscirickettsia salmonis corresponde a la 
secuencia aminoacidica Sec Id N» 2 (ver Figura 2) o una region inmunogenica de #sta. 

En otra realizacion preferida, el procedimiento comprende un fragmento de ADN 
corresponde a la secuencia nucleotidica Sec Id N= 3 o un fragmento de esta. 
Alternativamente, el fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotidica que 
da origen a la misma protei'na o fragmento de protefna que la Sec Id N= 3, empleando 
codones diferentes, preferentemente los codones m&s usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. Para ambas realizaciones, se ha llegado a establecer que la 
protefna transglicosidasa litica de membrana de Piscirickettsia salmonis corresponde a 
la secuencia aminoacidica Sec Id N= 4 (ver Figura 4) o una regi6n inmunogenica de 
6sta. ^ 

En otra realizacion preferida, el procedimiento comprende el plasmidio vector adecuado 
presenta las siguientes caracten'sticas a) un promoter fuerte, usualmente del tipo viral 
que no sea tejido-especffico; b) un sitio de clonamlento para la inserci6n del gen de 
interns; c) un sitio de poliadenllaci6n para detener la transcripci6n del ARN mensajero; 
d) un origen de replicaci6n procari6tico para una eficiente propagacion en cultivos de E. 
coll; y e) un marcador de seleccion. Preferentemente, dicho plasmidio vector es el 
plasmidio pUK21-A2. 

En particular, el vertebrado corresponde a una especie de acuicultura, preferentemente 
es el salm6n Coho, el salmon del Atlantico, el salm6n Chinook o la trucha. 



En otra reallzacion preferida del procedimiento segun la invencion, la vacuna se 
admlnistra mediante tecnicas adecuadas, seleccionadas del grupo consistente en 
inyeccion intramuscular, la pulverizacion y la inmersi6n. 

Un tercer objeto principal de la invencion es uno o m^s segmentos de ADN purificados, 
utiles para la produccion de una vacuna contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados, 
los cuales codifican para las protefnas transglicosidasa Iftica soluble y/o 
transglicosidasa litica de membrana de Piscirickettsia saimonis o reglones 
inmunogenicas de estas. En una realizacion preferida de esta invencion, el segmento 
de ADN tiene la secuencia nucleotidica Sec Id 1 y/o Sec Id N« 3 (ver Figuras 1 y 3) o 
fragmentos de estas. Alternativamente, el segmento de ADN tiene una secuencia 
nucleotidica que da origen a la misma protefna o fragmento de protefna que la Sec Id 
N2 1 y/o Sec Id 3, empleando codones diferentes, preferentemente los codones mas 
usados por el organismo vertebrado a ser vacunado. Para ambas realizaciones, se ha 
llegado a establecer que las protefnas transglicosidasa litica soluble y transglicosidasa 
litica de membrana de Piscirickettsia saimonis corresponden a las secuenclas 
aminoacidicas Sec Id N^ 2 y Sec Id N^ 4 (ver Figuras 2 y 4) o regiones inmunogenicas 
de estas. 

En particular, el vertebrado corresponde a una especie de acuicultura, preferentemente 
es el salmon Coho, el salmon del Atl^ntico, el salm6n Chinook o la trucha 

En otra realizacion de la presente invencion, el oligonicleotido se emplea para producir 
una vacuna recomblnante para generar respuesta inmune contra Piscirickettsia 
saimonis en vertebrados, donde las protefnas transglicosidasa Iftica soluble y 
transglicosidasa Iftica de membrana de Piscirickettsia saimonis o una region 
inmunogenica de esta se produce empleando un vector de expresion y un hospedero 
adecuados. En particular, el vertebrado corresponde a una especie de acuicultura, 
preferentemente es el salm6n Coho, el salmon del Atl^ntlco, el salmon Chinook o la 
trucha. En otra versi6n prevista, el vector de expresion es un plasmidio, 
preferentemente. el vector pET32a. Por otra parte, se ha determinado que el hospedero 
es una bacteria, preferentemente E, coii. 

En otra realizacion preferida de la vacuna recomblnante de acuerdo a la invencion, ella 
se administra mediante tecnicas adecuadas, seleccionadas del grupo consistente en 
inyeccion intramuscular e intraperitoneal, la pulverizacion y la inmersion. Ademas, la 
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vacuna comprende un adjuvante adecuado y/o un transportador farmaceuticamente 
aceptable. 



En otra version prevista de la presente invencion, la presencia de anticuerpos contra las 
protemas transglicosidasa Iftica soluble y transglicosldasa li'tica de membrana de P. 
salmonis generados por la vacuna recombinante se detecta por un metodo, segun el 
cual despues de un tiempo se extrae sangre del vertebrado vacunado y el suero se 
analiza por la presencia de anticuerpos contra las protefnas transglicosidasa Iftica 
soluble y transglicosidasa Iftica de membrana de P, salmonis mediante ELISA. 

Pescripclon de las Fiauras 

FIGURA 1 : 

Esta Figura muestra la secuencia nucleotfdica (Sec Id N« 1) del gen que codifica para la 
protefna transglicosidasa Iftica soluble (SLT70) de Piscirickettsia salmonis. 

FIGURA 2 : 

Esta Figura muestra la secuencia aminoacfdica (Sec id 2) de la protefna 
transglicosidasa Iftica soluble (SLT70) de Piscirickettsia salmonis. 

FIGURA 3 : 

Esta Figura muestra la secuencia nucleotfdica (Sec Id 3) del gen que codifica para la 
protefna transglicosidasa Iftica de membrana (MLT) de P. salmonis. 

FIGURA 4 : 

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacldos (Sec Id N^^ 4) de la protefna 
transglicosidasa de membrana (MLT) de Piscirickettsia salmonis. 

FIGURA 5 : 

En esta Figura se muestra la representacion esquemdtica del pl^smido pUK21-A2, 
FIGURA 6 : 

En esta Figura se muestra la representacion esquematica del plasmido pUK21-A2, 
conteniendo el inserto con el gen de transglicosidasa Iftica soluble de P. salmonis, 
denominado pUK21-A2 SLT70. 
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FIGURA 7 : 

En esta FIgura se muestra la representaci6n esquemdtica del plasmidio pUK21-A2 
conteniendo el inserto con el gen de la transgllcosldasa Iftica de membrana de P. 
sa//770/7/s denominado pUK21-A2 MLT. 

FIGURA 8 : 

En esta Figura se muestra la estructura del plasmidio pET-32a 
FIGURA 9 : 

En esta FIgura se muestra la estructura del plasmidio pET32a-SLT70S1 . 
FIGURA 10 : 

En esta Figura se muestra la estructura del plasmidio pET32a SLT70S2. 
FIGURA 11 : 

Esta Figura muestra la estructura del plasmidio pET32a MLTS1. 
FIGURA 12 : 

Esta Figura muestra la estructura del plasmidio pET32a MLTS2. 
FIGURA 13 : 

En esta Figura se muestra la produccion de transgllcosldasa Iftica soluble, segment© SI 
(SLT70S1) y transgllcosldasa Iftica soluble, segmento S2 (SLT70S2) de P. salmonis en 
E. colL 

FIGURA 14 : 

En esta Figura se muestra la produccion de transgllcosldasa Iftica de membrana, 
segmento SI (MLTS1) y transglicosidasa Iftica de membrana. segmento S2 (MLTS2) de 
P. salmonis en E. co/L 



Los sigulentes ejemplos llustran algunas apllcaclones concretas de la Invencl6n, pero 
no pretenden limitar el marco ni los alcances de la presente invencion. 



EJEMPLOS 
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Ejempio 1: Aislamiento. clonaci6n v secuenni a del aen de la transolicosidasa Iftina 
soluble de P. salmonift 



a) Cultivo de C6lulas CHSE-214. 

Inoculos de c6lulas CHSE-214 (ATCC 1681). mantenidos en N2 liquido se 
descongelaron y se cultivaron en frascos T 175 en medio MEM a 16«C por 7 dias o 
hasta que las celulas lleguen a confluencia. 

b) Cultivo de P. salmon is. 

Se usaron inoculos de P. salmonis que contienen al menos un titulo de 1 X 10^ 
bacterlas/mL a cada uno de los frascos T175 con c6lulas CHSE-214. Al dia sigulente, 
se retir6 el medio y se agreg6 50 mL de medio MEM-completo fresco. El cultivo se 
realiz6 a IS^C por 10 a 14 di'as, observando peri6dicamente al microscopic de contraste 
de fases. el grado de lisis de las celulas CHSE-214 provocada por la infecci6n 
bacteriana. Cuando el efecto citopatico fue de alrededor del 100% de las celulas, el 
cultivo de P. salmonis se considerb listo para ser cosechado o para una posterior 
propagacion del cultivo. Las bacterias se cosecharon utilizando un raspador de celulas. 
Una vez colectado, el lisado se centrifuge y el sobrenadante colectado corresponde a la 
fraccidn semipurificada de P. salmonis. 

c) Purificacibn de P. salmonis. 

Para purificar la bacteria, la suspension con la fracci6n semipurificada de P. salmonis se 
sometio a una centrifugacion en gradients de densidad obteniendose una banda 
mayoritaria cerca del fondo del tubo de centrifuga. Esta banda se colect6 y se lavo dos 
a tres voces mediante centrifugacion con una solucidn tamp6n. El sedimiento o pellet 
final constituye la fracci6n purificada de P. salmonis. 

d) Preparacion de ADN genomico de P. salmonis 

Nuestro procedimiento se basa en el protocolo de Binder, (Binder, 1995). En breve, la 
fracci6n purificada de P. salmonis se Iav6 con tamp6n PBS y se le agreg6 20 |xL de una 
solucidn de 10 mglmL de DNasa I y se incub6 a 37»C durante 30 min. Luego de la 
centrifugacion para eliminar el sobrenadante, la pella se resuspendio en 500 de PBS \ 
mas 100 de EDTA 0.1 M para detener la actividad de la DNasa I. Se agito 
suavemente por inversion, se volvio a centrifugar y ^ pella 'elTc^a'de DNasa 1, se 
resuspendio en 1 mL de tamp6n de lisis (sacarosa 0,75 M, NaCI 400 mM, EDTA 20 mM, 
Tris-HCI 50 mM. SDS 0.2 %. 1 mg de Proteinasa K. pH 9). Se agit6 suavemente por 
inversidn y se incubo a 58=C durante 1 hora con agitacl6n suave. Una vez terniiriacl^ .14 
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incubacidn con la proteasa, la solucion se extrajo con un volumen de fenol saturado con 
Tris-HCI (pH 8) y luego se extrajo 2 veces con una mezcia de cloroformo alcohol 
isoamilico 24:1. Posterlornnente, el ADN se preciplt6 con 0,4 volumenes de acetato de 
amonio 5 M y 2,5 volumenes de etanol absolute fn'o a -20» C durante 30 min. 

e) Reaccion en cadena de la polimerasa (PGR). 

En tubes Eppendorf de 500 )xL autoclavados, se les agrego 5 jxL de tampon PGR 10 X 
sin Mg, 1 ,5 jaL de MgGIs 50 mM, 4 i^L de mezcia de dNTP 2,5 mM, 2.5 nL de cada uno 
de los oliginucleotidos partidores (10 nM de cada uno), 100 ng de ADN templado, 0,5 |liL 
de Taq ADN polimerasa 5 U/jaL y se completb a un volumen final de 50 jxL con agua 
nniliQ est6ril. Se emplearon las condiciones experimentales indicadas por Mauel (Mauel 
y col., 1996). 

f) Eiectroforesis en geles de agarosa. 

Para determinar la integridad del ADN gen6mico de P. salmonis, asi como la del ADN 
piasmidial, y la de los productos de ampllficacl6n, se realizaron eiectroforesis en geles 
de agarosa al 1 y 2%. Este procedimiento se efectuo de acuerdo a Sambrook 
(Sambrook y col., 1989). 

g) Glonamiento y secuenciacion del gen de la protei'na transglicosidasa litica soluble 
(SLT70) de P. sa/monis. 

Medlante el uso de algoritmos para la comparacion de homologia de secuencia de ADN 
(PCGene y National Center for Biotechnology Information) se determin6 la localizacion 
de las secuencias mds conservadas en el gen de la transglicosidasa li'tica soluble de 
gama proteobacterias y de otras bacterias cuyos genes de estas protefnas muestran 
homologias con P. salmonis. Paralelamente. se realizaron andlisis de hidrofilicidad de 
estas especies para determinar las regiones de la protefna donde existen determinantes 
antig^nicos fuertes. Gon esta informacion se definib las regiones del gen de la 
transglicosidasa litica soluble de P. sa/mon/s a ser amplificadas medlante PGR. 

El gen de la SLT70 se aisia a partir de DNA de P. saAnonis usando los partidores a) 
sentido: 5'-CAGGAATTCGACATAATGCCATACTACACTT-3' y b) antisentido: 5'- 
GAGCTGGAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3'. los cuales se utilizaron en una 
reacci6n pollmer^sica en cadena. usando DNA cromosomal de P. salmonis altamente 
purificado como templado. Este proceso dio origen a un fragment© de aproximadamente 
1.775 pares de bases que fue clonado en el vector pGEMt. Una vez aislado ADN del 
plasmidio resultante (pGEI\/lt SLT70) el inserto se secuenci6, demo^Jr^do^e la 



presencia de un gen que codifica para una protefna SLT que carece 58 aminoacidos de 
su extreme carboxilo terminal y de alta honfiologia con la transglicosidasa h'tica soluble 

de otros organismos. 

El gen de la MLT se aisia a partir de DNA genomico de P. salmonis usando los 
partldores a) sentido:5'-GACGAATTCATGAGACGATCTTATTGGCTA-3' y b) 
antisentido: S'-GACCTCGAGTATTTTAAGAGCCTTTTGAGTG-S". Este proceso da 
origen a un fragmento de aproximadamente 1 .062 pares de bases que fue clonado en 
el vector pGEMt obtenl6ndose pGEMt MLT, el cual fue conflrmado por secuenclaci6n. 

Los resultados se presentan en las FIguras 1 , 2, 3 y 4. En la Figura 1 se muestra la 
secuencia nucleotidioa (Sec Id 1) del gen que codifica para la protema 

transglicosidasa h'tica soluble de Piscirickettsia salmonis (SLT70). En la Figura 2 se 
muestra la secuencia aminoacidica (Sec Id N= 2) de la proteina transglicosidasa h'tica 
soluble de Piscirickettsia salmonis. En la Figura 3 se muestra la secuencia nucleotidica 
(Sec Id N= 3) del gen que codifica la proteina transglicosidasa h'tica de membrana de P. 
salmonis (MLT). En la Figura 4 se muestra la secuencia aminoacidica (Sec Id N° 4) de 
la transglicosidasa h'tica de membrana de P. salmonis. 

Ejempio 2: Preparacion de un v ector para vacuna aen6tica. Clonacidn de los genes de 
transglicosidasa h'tica soluble v la transglicosidasa iftica de membrana de P. salmonis 
en el olasmidio pUK21-A2. 

El vector pUK21-A2 posee las siguientes caracten'sticas necesarias para ser utilizado 
como vacuna de ADN: a) un promoter fuerte, usualmente del tipo viral que no sea 
tejido-especi'fico; b) un sitio de clonamiento para la insercion del gen de interes; c) un 
sitio de poliadenilacion para detener la transcripcion del ARN mensajero; d) un origen 
de replicaci6n procari6tico para una eficlente propagacibn en cultivos de E. coll; y e) un 
marcador de seleccion. 

a) Preparaci6n de ADN del plasmidio pUK21-A2. 

ADN plasmidial obtenido de E. coll HB 101 se purified mediante el uso del kit comercial 
Qiagen Plasmid Purification (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones indicadas por el 
proveedor. El plasmidio se digerio con las enzimas Eco Rl y BamHI. A continuaci6n se 
procedio a desfosforilar los extremes del vector digerido agregando 2 jaL de fosfatasa 
alcaiina (1 U/^iL) y se incubo durante 1 hora a 37»C. Finalmente el ADN plasmidial 
preparade se purifico mediante el sistema "Wizard" (Promega, Madison Wisconsin. 
USA). La Figura 5 muestra la representaci6n esquemdtica del pl^smido pUK21-A2. 



b) Clonaci6n de los genes de transglicosldasa litica soluble y la transglicosidasa litica de 
membrana de P. salmonis en el vector pUK2l-A2. 

Para la preparaclon de un vector conteniendo el gen de SLT70 para vacuna gen6tica se 
disenan 2 nuevos partidores que incluyen las secuencias del comienzo y del final del 
gen de SLT70 de P. salmonis y tamblen las secuencias de sitios especificos para 
endonucleasas de restricci6n BamHI y EcoRI. 

Estos partidores son a) sentido: 5'-CAGGGATCCGACATAATGCCATACTACACTT-3' y 
b) antisentido: 5 -CAGCTGCAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3'. Identicamente 
para la preparaci6n de un vector conteniendo el gen de MLT so usaron los siguientes 
partidores a) sentido: 5'-GACGGATCCATGTAGACGATCTTATTGGCTA-3' y 
antisentido: 5 -GACGAATTCTATTTTAAGAGCC-nTTGAGTG-3'. Medlante estos 
partidores se efectua una reaccion de polimerasa en cadena usando DNA cromosomal 
altamente puriflcado de P. salmonis (igual al descrito en el Ejempio 1) como templado. 
Como resultado se obtienen fragmentos que se aislan, luego de digestion con las 
endonucleasas BamHI y EcoRI se ligan al plasmidio pUK21-A2 generdndose los 
vectores vacuna pUK21-A2-SLT70 y pUK21-A2 MLT. En la Figura 6 se muestra la 
representacl6n esquematica del pl^smido. conteniendo el inserto del gen de la 
transglicosidasa l.'tica soluble de P. salmonis y en la Figura 7 se muestra lo mismo para 
el gen de la transglicosidasa de membrana de P. salmonis. 

Ejempio 3: Desarrollo de anticuerpos en ratones i.. q oo de invftnni6n intram.isf..il«r h^i 
Plasmidios DUK21- A2-SLT70 y dUK21-AP-MI T 

Los plasmidios que contienen el gen de la SLT70 y de MLT en un vector de expresion 
animal, denominados pUK21 A2-SLT70 y pUK21A2-MLT, luego de inyectados en el 
musculo de raton son capaces de expresar esta protema y desarrollar una respuesta 
inmune que da origen a la aparici6n de anticuerpos. Esto se demuestra de la siguiente 
manera. Se prepara una soluci6n de cada uno de los plamidios en el tampon PBS a una 
concentracion de ADN de 0.5 Ratones. pertenecientes a la cepa Balb/c son 

inyectados en el musculo del femur de las extremidades posterlores con 2 dosis de 100 
//I de una solucion de 50 //g/100 p\ de ADN plasmidial (se inyectan 50 jjI en cada 
extremidad). Esta inyeccibn se realiza el d.'a cero y una segunda dosis se administra a 
los 15 d.'as (d.a 15). Como control se realiza las misma op©raci6n usando ADN 
plasmidial control que no posee los genes de SLT nl MLT (pUK21-A2). 
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Luego de trascurridos 45 dfas (dia 45) se extrae sangre de los ratones y el suero se 
anallza por la presencia de anticuerpos contra la transglicosidasa litica soluble y 
transglicosidasa li'tica de membrana mediante ELISA. 

a) Determinacion de anticuerpos anti la transolicosidasa Iftica s oluble v transglicosidasa 
Iftica de membrana mediante ELISA. 

Los ratones Inmunizados a los dias 0 y 15 con los plasmidios pUK21A2 y pUK21A2- 
SLT70 y pUK21 A2-MLT son sangrados al dia 45, con un corte en la vena caudal inferior 
de la cola. Los 250 /il de sangre obtenidos, son Incubados a 37°C por una hora a fin de 
obtener el suero. Tambien se realiza el mismo procedimiento de sangrado y obtencion 
del suero antes de la inmunizacion. Esta muestra es llamada suero pre-inmune. 

La evaluacion de la respuesta inmune humoral de los ratones inmunizados con los 
plamldios se determina por ELISA, tal como se describe a continuacion. 

1 Placas de poliestlreno de 96 pocillos, previamente tratadas con una protema fenolica 
bioadhesiva (pegotina), son activadas con 10 //g/ml de antfgeno, 50 //l/pocillo. Se 
incuban durante 90 min a temperatura ambiente. 

2. - Se elimina el antigeno y se bloquean los sitlos inespecificos con una solucion de 
casefna sacarosa al 4%, 300 //l/poclllo durante 60 min a temperatura ambiente. 

3. - Se adiciona en cada pocillo 50 /yl de una diluci6n seriada del suero de los ratones 
inmunizados y suero pre-inmune. Se incuba durante 90 min a temperatura ambiente. 

4. - Se ellminan las muestras de suero y se lava la placa con 300 //l/pocillo de tampon 
fosfato salino, conteniendo Tween 20 al 0,02%, Esto se realiza 3 voces, con intervales 
de 5 min entre cada ciclo de iavado. 

5. _ Se elimina la solucion del ultimo lavado y se agregan 50 /yl/pocillo de un anticuerpo 
de cabra anti inmunoglobulina G de raton, unido a fosfatasa alcalina, en la dilucion 
recomendada por el fabricante en solucion de bloqueo. Se incuba por 30 min. a 
temperatura ambiente y luego se precede como en el punto 4. 

6. - Se elimina la solucl6n del ijltimo lavado y se agregan 50 //l/pocillo de una solucidn 
que contiene 1 mg/ml de paranitrofenil fosfato en tamp6n Tris 100 mM, cloruro de sodio 
lOOmM y cloruro de magnesio 5mM (pH 9.5). Se incuba 30 minutes a 37°C. 

7. - La reaccion sera detenida con hidr6xido de sodio 3M y se lee en espectrofotometro a 
405 nm de longitud de onda. 

Como se indica en los resultados de la Tabia 1, el suero de los ratones inyectados con 
el plasmidio pUK21 A2-SLT70 reacciona con la protema transglicosidasa Iftica soluble 



en ELISA indicando que contiene anticuerpos especfficos contra esta protefna, Igual 
resultado se obtiene con pUK21A-MLT. En contraste, aquellos ratones inyectados con 
una preparacion control (pUK21A2), no desarrollan anticuerpos contra la 
transglicosidasa litica soluble. Este ejennpio demuestra que medlante la inyeccion de 
genes de transglicosidasa litica soluble, preparados de acuerdo a lo descrito en esta 
invencion se logra estimular el sistema inmune del raton y desarrollar una respuesta 
humoral en la forma de anticuerpos anti transglicosidasa Iftica soluble. 



TabIa I. Mediclon de anticuerpos anti transglicosidasas Iftica soluble y de membrana de 
P. salmonisen ratones inmunizados con pUK21 A2-SLT70 y pUK21A2-MLT. 



Muestra 


Lecture O.D. 
405 nm/30 min 




Suero preinmune 


0.04 




Suero rat6n inmunizado con 
PUK21A2 (control) 


0.05 * 




Suero de raton inmunizado con 
pUK21A2-SLT70 


0.32 * 




Suero de raton inmunizado con 
PUK21A2-MLT 


0.25 * 





* Promedio de 4 ratones diferentes. 



Ejempio 4: Produccion de la oroteinas recombinantes de la transglicosid asa litica 
soluble SLT70 de P. salmonis medlante clonamiento de los seamentos S1 v S2 del gen 
SLT70 en el vector de expresi6n bacteriana pET32a v su posterior purificacion. 

Luego de confirmar la secuencia del gen que codifica la transglicosilasa Iftica soluble 
SLT70 de P. salmonis, se amplifica por separado un segmento S1 que codifica para 182 
aminoacidos dentro de la region aminoterminal y el segmento carboxilo terminal S2 de 
aproximadamente 308 aminoacidos. Esto porque la expresi6n de SLT70 completa 
aparentemente es toxica para la c6lula, por su actividad catah'tica sobre el 
peptidoglican. El segmento S1 de 547 pb se aisia mediante PGR a partir de ADN 
genomico mediante partidores sentido y antisentido que contienen en sus extremes los 
sitios de restriccion EcoRI y Xhol respectivamente. Estos oligos son sentido: 5'- 
CTCGAATTCAAGCAACTTACCAACTCTCTG-3' y antisentido 5'- 

GACCTCGAGTTACCAAGTTGTTCTAGCGGACG-3\ Para el segmento S2 de 925pb se 
precede de igual manera usando los partidores sentido 
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CTCGAATTCGCTATCACCAAGAGCATTGCT-3' y antisentido 5'- 
CAGCTCGAGTTAAACACGCCTAATTCCAGCATT-3\ Ambos productos de 
PGR se clonan en el vector pGEMT y se identlfican los clones positives por PGR y 
digestion enzimatica, obteniendose los plasmidlos pGEMT-SLT70S1 y pGEMT- 
SLT70S2 Se alsia el gen de SLT70 desde ambos clones mediante las enzimas EcoRI y 
Xhol y se purifican por electroforesis en gel de a grarosa . Los genes purificados se ligan 
usando ligasa de fago T4 al vector pET32a (Figura 8) cortado con EcoRI y Xhol. Los 
clones positives se identifican mediante digestion con estas enzimas. En las Figuras 9 y 
10 se muestra la estructura de los plasmidios resultantes pET32a-SLT70S1 y pET32a- 
SLT70S2. Se obtuvo DNA plasmidial de cada uno de los clones recombinantes y se 
usaron para transformar celulas competentes de E. colL La expresion de las proteinas 
SLT70S1 y SLT70S2 se induce en un cultivo de celulas recombinantes por accion de 
IPTG ImM. Ambas protemas recombinantes estan presentes en la fracci6n bacteriana 
insoluble y se purifican parcialmente por lavados sucesivos con concentraciones 
crecientes de urea y posterior solubilizacibn en SDS 0,3%. 

En la figura 13 se presenta un gel de poliacrilamida con SDS hecho de acuerdo a 
Laemmii (Laemmil, 1970) que muestra la producci6n de las proteinas transglicosilasa 
liticas solubles SLT70S1 y SLT70S2 de P. salmonis por bacterias recombinantes 
transformadas con los plasmidios pET32a-SLT70S1 y pET32a-SLT70S2, 

Ejempio 5: Producci6n de la proteinas recombinantes de la transo licosidasa litica de 
membrana MLT de P. salmonis mediante clonamiento de los seam entos SI v S2 del 
□en MLT en el vector de expresidn bacteriana pET32a v su ooste rior purificaci6n. 

Luego de confirmar la secuencia del gen que codifica la transglicosilasa litica de 
membrana MLT de P. salmonis, se amplifica por separado el segmento aminoterminal 
S1 que codifica para 167 aminodcidos y el segmento carboxilo terminal S2 de 
aproximadamente 207 aminoacidos. Se realiza esta expresion de MLT en segmentos 
porque al igual que para SLT70, la sobreexpresidn de la enzima catalftica completa no 
es viable para las bacterias. El segmento SI de 500 pb se aisia mediante PGR a partir 
de ADN gen6mico mediante partidores sentldo y antisentido que contienen en sus 
extremes los sitios de restriccion EcoRI y Xho I respectivamente. Estos oligos son 
sentldo 5'-GACGAATTCATGAGACGATCTTATTGGCTA-3' y antisentido 5- 
CAGCTCGAGTTATCACTGCGCCGCTTATAATC-3'. Para el segmento S2 de 621 pb se 
precede de igual manera usando los partidores sentldo 5'- 
CTCGAATTCAATGTACTAACAACGTTAGCGT-3' y antisentido 5'- 
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GACCTCGAGTATTTTAAGAGCCTTTTGAGTG-3', Ambos productos de PGR se 
clonan en el vector pGEMT y se identifican ios clones positives por PGR y digestion 
enzimatica, obteniendose Ios plasmidios pGEMT-MLTSI y pGEMT-MLTS2. Se alsia el 
gen de MLT desde ambos clones mediante las enzimas EcoRI y Xhol y se purifican por 
electroforesis en gel de agrarosa. Los genes purificados se ligan usando ligasa de fago 
T4 al vector pET32a (Figura 8) cortado con EcoRI y Xhol. Los clones positives se 
identifican mediante digestion con estas enzimas. En las Figuras 11 y 12 se muestra la 
estructura de Ios plasmidios resultantes pET32a-MLTS1 y pET32a-MLTS2. Se obtuvo 
DNA plasmidial de cada uno de Ios clones recombinantes y se usaron para transformar 
celulas competentes de E. colL La expresi6n de las proteinas MLTS1 y MLTS2 se 
inducen en un cultlvo de celulas recombinantes por accion de IPTG ImM. Ambas 
protemas recombinantes est^n presentes en la fracci6n bacteriana insoluble y se 
purifican parcialmente, por lavados sucesivos con concentraciones crecientes de urea y 
posterior solubilizacion en SDS 0.3%. 

En la figura 14 se presenta un gel de poliacrilamida con SDS hecho de acuerdo a 
Laemmli (Laemmil, 1970) que muestra la produccion de las protemas transglicosilasa 
liticas de membrana MLTS1 y MLTS2 de P. salmonis por bacterias recombinantes 
transformadas con Ios plasmidios pET32a-MLTS1 y pET32a-MLTS2. 
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REIVINDICACIONES 

Una vacuna de ADN, CARACTERIZADA PORQUE comprende un fragmento de 
ADN que codifica para la protefna transglicosidasa Iftica soluble (SLT70) o un fragmento 
de ADN que codifica para la protefna transglicosidasa Iftica de mennbrana (MLT), ambas 
de Piscirickettsia salmonis, o una region inmunogenica de estas, insertado en un 
plasmido vector adecuado para expresar la protefna correspondiente y generar 
respuesta inmune contra Piscirickettsia saimonisen vertebrados. 



2. Una vacuna de ADN, de acuerdo a la reivindicacion 1, CARACTERIZADA 
PORQUE comprende un fragmento de ADN que codifica para la protefna 
transglicosidasa Iftica soluble (SLT70) de Piscirickettsia salmonis o una region 
inmunogenica de esta. insertado en un plasmido vector adecuado para expresar la 
protefna y generar respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 

3. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 2, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a la secuencia nucleotfdica Sec Id N^ 1 
o un fragmento de esta. 



4. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 2, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotfdica que da 
origen a la misma protefna o fragmento de protefna que la Sec Id N^ 1 , empleando 
codones diferentes, preferentemente los codones mas usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. 



5. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 2, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha protefna transglicosidasa Iftica soluble de Piscirickettsia salmonis 
originada corresponde a la secuencia aminoacidica Sec Id N^ 2 o una region 
inmunogenica de esta . 



6. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 2 a 5, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho plasmidio vector adecuado presenta las siguientes caracterfsticas a) un 
promoter fuerte, usualmente del tipo viral que no sea tejido-especffico; b) un sitio de 
clonamiento para la insercion del gen de interes; c) un sitio de poliadenilaci6n para 
detener la transcrlpcion del ARN mensajero; d) un origen de replicaci6n procariotico 
para una eficiente propagaci6n en cultlvos de E. coil; ye) un marcador de seleccion. 
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7. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicaciqn 6, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho plasmidio vector es el plasmidio pUK21-A2 u otro con caracterfsticas 
simllares. 

8. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 2 a 7, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura. 

9. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 8, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n Coho. 

10. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 8, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n del Atlantico. 

11. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 8. CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 

12. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 8, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

13. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 2 a ,13, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna se administra mediante tecnicas 
adecuadas, seleccionadas del grupo consistente en inyeccion intramuscular, la 
pulverizacion o la inmersion. 

14. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 2 a 12, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas una adjuvante 
adecuado. 

15. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 2 a 14, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas un transportador 
farmaceuticamente aceptable. 

16. Un metodo para detectar la presencia de anticuerpos contra transglicosidasa 
iftica soluble de P. salmonis generados por la vacuna de ADN de acuerdo a las 
reivindicaciones 2 a 15, CARACTERIZADO PORQUE despues de un tiempo se extrae 
sangre del vertebrado vacunado y el suero se analiza por la presencia de anticuerpos 
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contra transglicosidasa litica soluble de P. salmonis mediante ELISA u otro 
procedimiento conocido en el estado de la tecnica para detectar anticuerpos. 

17. Un procedimiento para la preparacion de la vacuna de ADN contra Piscirickettsia 
salmonis, CARACTERIZADO PORQUE comprende las siguientes etapas: 

a) Clonar el fragmento de ADN que codifica para la protema transglicosidasa litica 
soluble de Piscirickettsia salmonis o una region inmunogenica de esta 

b) Insertarlo en un plasmido vector adecuado para expresar la protema y generar 
respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 

18. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 17, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a la secuencia nucleotidica Sec Id N^ 1 
o un fragmento de esta. 

19. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 17, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotidica que da 
origen a la misma proteina o fragmento de protema que la Sec Id N^ 1, empieando 
codones diferentes, preferentemente los codones mas usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. 

20. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 17, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha proteina transglicosidasa litica soluble de Piscirickettsia salmonis 
corresponde a la secuencia aminoacidica Sec Id N« 2 o una regi6n inmunogenica de 
esta . 

21. Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 17 a 20, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho p^asroldio vector adecuado presenta las siguientes caracterfsticas a) un 
promoter fuerte, usualmente ^1 tipo viral que no sea tejido-especifico; b) un sitio de 
clonamiento para la inserclon del gen fJe jnteres; c) un sitio de poliadenilacibn para 
detener la transcripcion del ARN mensaijerb; d) un origen de replicacion procariotico 
para una eficlente propagacion en cultivos de E. coli;y e) un marcador de seleccion. 

22. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 21 , CARACTERIZADO 
PORQUE dicho plasmidio vector es el plasmidio pUK21A2ru otro con caracteristicas 
similares. 



23. Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 17 a 22, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura. 

24. Un procedimiento de acuerdo a la reivlndicacion 23, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho. 

25. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacibn 23, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n del Atlantico. 

26. Un procedimiento de acuerdo a la reivlndicacion 23, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 

27. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 23, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

28. Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 17 a 27, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha vacuna se administra mediante tecnicas adecuadas, selecclonadas del 
grupo consistente en inyeccion intramuscular, inyeccibn intraperitoneal, la pulverizacion 
o la inmersion. 

29. Un segmento de ADN purificado util para la produccion de una vacuna contra 
Piscirickettsia salmonis en vertebrados, CARACTERIZADO PORQUE codifica para la 
protefna transglicosidasa litica soluble de Piscirickettsia salmonis o una region 
inmunog6nica de esta. 

30. Un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 29, 
CARACTERIZADO PORQUE corresponde a la secuencia nucleotfdica Sec Id 1 o un 
fragmento de 6sta. 

31. Un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 29, 
CARACTERIZADO PORQUE corresponde a una secuencia nucleotfdica equivalente a 
Sec Id N° 1 , de acuerdo al codigo genetico o un fragmento de esta. 

32r^ ^ Use de un segmento de ADN purificado de acuerdo a las reivindicaciones 29 a 
30 CARACTERIZADO PORQUE se emplea para la generacion de respuesta inmune 
contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 



40 




33. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 32 
CARACTERIZADO PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de 
acuicultura. 



34. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 33 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho. 

35. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 33 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n del Atlantlco. 

36. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 33 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 

37. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 33 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 



Una vacuna recombinante para generar respuesta inmune contra PIscirickettsia 
salmonis en vertebrados producida empleando el segmento de ADN de acuerdo a las 
reivindlcaclones 29 a 31, CARACTERIZADA PORQUE la protema transglicosidasa 
Iftica soluble de Piscirickettsia salmonis o una region inmunogenica de esta se produce 
empleando un vector de expresion y un hospedero adecuados. 

39. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 38 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura. 

40. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 39 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n Coho. 

41 . Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 39 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n del Atlantico. 

42. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 39 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n Chinook, 




43. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 39 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 



44. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciopes 38 a 43 
CARACTERIZADA PORQUE dicho vector de expresi6n es un plasmidio u otra 
construccion de ADN capaz de expresar la protei'na transgllcosidasa litica soluble en un 
hospedero adecuado. 

45. Una vacuna reconnbinante de acuerdo a la reivindicacion 44 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho plasmidio es el vector pET32a.C^ Q^«-> <^ % ) 

46. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 38 a 45 
CARACTERIZADA PORQUE dicho hospedero es un mic^sforganismo, una celula de 
insectos o una celula animal. 



47. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 46 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho hospedero es preferentemente E. colL 

48. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 38 a 47, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna se administra mediante t6cnicas 
adecuadas, seleccionadas del grupo consistente en inyeccidn intramuscular, inyeccion 
intraperitonal, la pulverizacion y la inmersion. 

49. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 38 a 47, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas una adjuvante 
adecuado. 



50. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 38 a 49, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas un transportador 
farmaceuticamente aceptable. 

51. Un metodo para detectar la presencia de anticuerpos contra la transglicosidasa 
litica soluble SLT70 generados por la vacuna recombinante de acuerdo a las 
reivindicaciones 38 a 50, CARACTERIZADO PORQUE despues de un tiempo se extrae 
sangre del vertebrado vacunado y el suero se analiza por la presencia de anticuerpos 
contra transglicosidasa litica soluble mediante ELISA u otro procedimiento conocido en 
el estado de la tecnica para detectar anticuerpos. 

52y Una vacuna de ADN, de acuerdo a la reivindicaci6n 1, CARACTERIZADA 
PORQUE comprende un fragmento de ADN que codific^^^a la protefna 




transglicosidasa Irtica de membrana (MLT) de Piscirickettsia salmonis o una region 
inmunogenica de esta, insertado en un pl^smido vector adecuado para expresar la 
protefna y generar respuesta inmune contra Piscirickettsia saimonis en vertebrados. 

53. Una vacuna de ADN de acuerdo a la relvindicacion 52, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a la secuencia nucleotfdica Sec Id N- 3 
o un fragmento de esta. 



54. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivlndicacion 52, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotfdica que da 
origen a la misma protema o fragmento de protefna que la Sec Id N^ 3, empleando 
codones diferentes, preferentemente los codones m^s usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. 



55. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 52, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha protema transglicosidasa litica de membrana de Piscirickettsia saimonis 
originada corresponde a la secuencia aminoacidica Sec Id N^ 4 o una region 
inmunogenica de esta . 



56. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 52 a 55, 
CARACTERIZADA PORQUE dicho plasmidio vector adecuado presenta las siguientes 
caracterfsticas a) un promoter fuerte, usualmente del tlpo viral que no sea tejido- 
especffico; b) un sitio de clonamiento para la insercidn del gen de Interes; c) un sitio de 
poliadenilacion para detener la transcripcidn del ARN mensajero; d) un origen de 
replicacion procariotico para una eficiente propagacl6n en cultlvos de E, coli; y e) un 
marcador de seleccion. 



57. Una vacuna cje ADN de acuerdo a la reivindicacion 56, CARACTERIZADA 
PORQUE dicho plasmidio vector es el plasmidio pUK21-A2(u oiro con caracterfsticas 
similares. 



58. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 52 a 57, 
CARACTERIZADA PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de 
acuicultura. 



59. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacidn 58, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho. . . 
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60. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 58, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmbn del Atlantico. 

61. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 58, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 

62. Una vacuna de ADN de acuerdo a la reivindicacion 58, CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

63. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 52 a 62, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna se administra mediante tecnicas 
adecuadas, seleccionadas del grupo conslstente en inyecci6n intramuscular, la 
pulverizacion o la inmersion. 



64. Una vacuna de ADN de acuerdo 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna 
adecuado. 



a las reivindicaciones 52 a 63, 
comprende ademas una adjuvante 



65. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 52 a 64, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas un transportador 
farmaceuticamente aceptable. 

66. Un metodo para detectar la presencia de anticuerpos contra transglicosidasa 
litica de membrana de P. salmonis generados por la vacuna de ADN de acuerdo a las 
reivindicaciones 52 a 65, CARACTERIZADO PORQUE despues de un tiempo se extrae 
sangre del vertebrado vacunado y el suero se analiza por la presencia de anticuerpos 
contra transglicosidasa Iftica de membrana de P. salmonis mediante ELISA u otro 
procedimiento conocido en el estado de la tecnica para detectar anticuerpos. 

67. Un procedimiento para la preparacion de la vacuna de ADN contra Piscirickettsia 
salmonis, CARACTERIZADO PORQUE comprende las siguientes etapas: 

a) Clonar el fragmento de ADN que codifica para la proteina transglicosidasa litica de 
membrana de Piscirickettsia salmonis o una regi6n inmunog^nica de 6sta 

b) Insertarlo en un plasmido vector adecuado para expresar la proteina y generar 
respuesta inmune contra Piscirickettsia salmonis en vertebrados. 



68. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicaci6n 67, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a la secuencia nucleotfdlca Sec Id N- 3 
o un fragmento de esta. 

69. Un procedimiento de acuerdo a la reivindlcaclon 67, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho fragmento de ADN corresponde a una secuencia nucleotfdica que da 
origen a la misma protema o fragmento de protefna que la Sec Id N- 3, empleando 
codones diferentes, preferentemente los codones mas usados por el organismo 
vertebrado a ser vacunado. 

70. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 67, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha protema transglicosldasa Iftica de membrana de Piscihckettsia salmonis 
corresponde a la secuencia aminoacldica Sec Id 4 o una region inmunogenica de 
esta . 

71. Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 67 a 70, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho p|asrnidio vector adecuado presenta las siguientes caracterfsticas a) un 
promoter fuerte, usualmente del tipo viral que no sea tejido-especffico; b) un sitio de 
clonamiento para la inserclon del gen de interes; c) un sitio de poliadenilacion para 
detener la transcripcion del ARN mensajero; d) un origen de replicacion procariotico 
para una eficiente propagacion en cultivos de E. coli;y e) un marcador de seleccion. 

72. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 71, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho Blasmidi© vector es el plasmidio pUK21A2 u oiro con caracterfsticas 
similares. 

73. Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 66 a 72, CARACTERIZADO 
PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura. 

74. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacibn 73, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho. 

75. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 73, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmbn del Atlantico. 

76. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 73, 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 
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CARACTERIZADO 




77. Un procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 73, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

JS^ Un procedimiento de acuerdo a las reivindicaciones 67 a 77, CARACTERIZADO 
PORQUE dicha vacuna se administra mediante tecnicas adecuadas, seleccionadas del 
grupo consistente en inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, la pulverizacion 
o la inmersion. 



Un segmento de ADN purlficado util para la produccion de una vacuna contra 
Piscihckettsia salmonis en vertebrados, CARACTERIZADO PORQUE codifica para la 
protema transglicosidasa Iftica de membrana de Plscirickettsia salmonis o una region 
inmunog^nica de esta. 

80. Un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 79, 
CARACTERIZADO PORQUE corresponde a la secuencia nucleotidica Sec Id 3 o un 
fragment© de esta. 

81. Un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 79, 
CARACTERIZADO PORQUE corresponde a una secuencia nucleotfdica equlvalente a 
Sec Id N^ 3, de acuerdo al codigo genetico o un fragmento de esta. 

82. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a las reivindicaciones 79 a 
80 CARACTERIZADO PORQUE se emplea para la generaci6n de respuesta inmune 
contra Piscihckettsia salmonis en vertebrados. 

83. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 82 
CARACTERIZADO PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de 
acuicultura. 

84. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 83 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho, 





85. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 83 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon del Atlantico. 



86. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 83 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Chinook. 



87. Uso de un segmento de ADN purificado de acuerdo a la reivindicacion 83 
CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

88. Una vacuna recombinante para generar respuesta inmune contra Piscirickettsia 
safmonis en vertebrados producida empleando el segmento de ADN de acuerdo a las 
reivindicaciones 79 a 81, CARACTERIZADA PORQUE la proteina transglicosidasa 
Iftica de membrana de Piscirickettsia salmonis o una region inmunog6nica de esta se 
produce empleando un vector de expresion y un hospedero adecuadoJ^. 

89. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 88 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho vertebrado corresponde a una especie de acuicultura. 

90. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 89 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon Coho. 

91 . Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 89 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salmon del Atlantico. 

92. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 89 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es el salm6n Chinook. 

93. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 89 CARACTERIZADA 
PORQUE dicha especie de acuicultura es la trucha. 

94. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 88 a 93 
CARACTERIZADA PORQUE dicho vector de expresion es un tsOasmicHo u otra 
construccion de ADN capaz de expresar la protefna transglicosidasa Iftica de membrana 
en un hospedero adecuado. 

95. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacibn 94 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho^lasmi'dio es el vector pET32a. ^ ^ '^ ^ ^ ^) 



96. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 88 a 95 
CARACTERIZADA PORQUE dicho hospedero es un mic^brganismo, una celula de 
insectos o una celula animal. 

97. Una vacuna recombinante de acuerdo a la reivindicacion 96 CARACTERIZADA 
PORQUE dicho hospedero es preferentemente E. colL 

98. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 88 a 97, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna se administra mediante tecnicas 
adecuadas, seleccionadas del grupo consistente en inyeccion intramuscular, inyeccion 
intraperitoneal, la pulverizacion y la inmersion. 

99. Una vacuna recombinante de acuerdo a las reivindicaciones 88 ^ 97, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas una adijuvante 
adecuado. 

100. Una vacuna de ADN de acuerdo a las reivindicaciones 88 a 99, 
CARACTERIZADA PORQUE dicha vacuna comprende ademas un transportador 
farmaceuticamente aceptable. 

101. Un metodo para detectar la presencia de anticuerpos contra la transglicosidasa 
Iftica de membrana generados por la vacuna recombinante de acuerdo a las 
reivindicaciones 88 a 100, CARACTERIZADO PORQUE despues de un tiempo se 
extrae sangre del vertebrado vacunado y el suero se analiza por la presencia de 
anticuerpos contra transglicosidasa Iftica de membrana mediante ELISA u otro 
procedimiento conocido en el estado de la tecnica para detectar anticuerpos. 
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CTTTATCAACAACGCTGGCAACACGCTCTTACCTTAATTAACAGCTTTCCTCCAAATGAGTACGA 

TAGCCACCTATGGCAATACTGGAAAGCCCGTGCGCTAGAACAACTTGGCCAAATCACTCAGGCAA 

AAAAAGTATATAAACGCCTTGCCAAACATCGCGACTACTATGGTTTTCTTGCTAGCAATAAATTA 

CAGCAGCCTTATCAACTCAATAGAAAAGCCGTTAATATTAGCAAGCACATATTAAGCAATGTCTC 

AAAAAAACCTGGAATTAGGCGCGCTTATGAGTTTAAAAAAACAGGACACCCAGGGCTTGCTCGTA 

GTGAATGGGTATATGCCATTAACCAATTCACTGAGACAGAAAAACTGGCCGCGGCAAAACTCGCA 

CATGACTGGGGATGGTATAACCTCTCCGTATTAACCACCACAAAAACCAAGCACCGTGACGATTT 

AAAGCTGCGCTTTCCTATGGCCCACTACCGTGCCATTTTACGCAATGCAAAACGTTATGAGATCA 

GCCCAGCATGGGTATTTTCAGTCGCTCGCCAAGAAAGTATTTTTCATGAACATGCTTACTCACCG 

GTTGGCGCACGAGGGATTATGCAATTAATGCCTACAACAGCACGCTATATCGCAGGTAAAATACA 

AATACGCCATTATACCTCCAAACTACTTGACGCCAACCATAATATCGCTTTAGGCACTGCCTATT 

TAAAACGTTTATTAGAGCGCTATGATAACCGCTTAATTCTTGCTCTCGCCGCTTATAATGCTGGA 

ATTAGGCGTGTTAATCAGGG 
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MPYYTFIYLIALMVSLFITQSFYAANYLNHSLDKQRIFFHQAEQHLKKSRLQSFKKELRKLTHYP 
LYPYLRYQELIRQLQLGFLPlSnsrKIKHFLNQYQNTIFHDRLHRQWMIHLYNKKW^ 
KSTAMQCRYLiWARYQLNYQQQSLHAFKKWLQGRSLPKVCDRIilSALRKHKQLTNSLAWQRITL^ 
MQKRJSr^QLAGYLARFLSSQDKKALTLWRILRRHPEKMTKTSLIRAAGNKAlS^ 

PEYAITIWPRLKSKFSLTKQQKIAITKSIALHIjALKKSSKTSHV\MEKVPDQDQSIjTrjTSWNIRTA 
LYQQRWQHALTLINSFPPNEYDSHLWQYWKARALEQLGQITQAKKVYKRLAKHRDYYGFLASNKL 
QQPYQLNRKAVNISKHILSNVSKKPGIRRAYEFKKTGHPGLARSEWVYAINQFTETEKLAAAKLA 
HDWGWYNL S VL TTTKTKHRDDL KLRF PMAH YRAI liRNAKRYE I S P AWF S VARQ E S I FHEHAY S P 
VG ARG IMQ LMPTT ARY I AGK I Q I RH YT S KLLDANHN I AL.GTAYLKRLLiERYDNRL I L AL. AAYNAG 
IRRVNQ 
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ATGAGACGATCTTATTGGCTAGGGTTACTTATATTTTTAAATGGTTTTTTTATTACCAGTCACGC 
GGCATCTAATACGCTTGCTGTTTCTGCATCTACCAACTCTAAATCTGCTGAATATATTCAGCGTG 
CTGATGTAAAGTCTTATATTAATGATTTAGTAAAACAATATGGTTTTAGCAAAGCACAGCTTGAG 
CGGTGGTTTCATCATGCTAAAGCTAATCAGCGTGCTCTGGAAATATTACAGCGTCCGGCAGAAAA 
AGTGTGGACATGGCAGCAGTATCGTAGTTGGCTGGTGTCGACAAAACGAGCGAAAGAAGGCGCTG 
AGTTTTGGCAAAGTAATCGGCAGACATTAAGGCGAGCAGAGCGTATGTATGGTGTGCCACCACAG 
GTTATTTTAGCCATTATTGGTGTAGAGAGCTCTTATGGAAAAAATGTCGGTGGTTTTCCAACCTT 
TAATGTACTAACAACGTTAGCGTTTGATTATAAGCGGCGCAGTGAGTTTTTTAAGCGTGAATTGA 
CTGAATTTTTGCTGCTTATGCGTGATCAGAAAATGAATCCGATGCAAGTTCAAGGCTCTTATGCT 
GGAGCGCTAGGACTACCGCAGTTTATGCCAAGTAGCTATCGTTATTATGCGGTAGACTTTTCTGG 
TGATGGCCATAAAAATTTATTTAGCAACGATGCTGATGTGATCGGTAGTATTGGAAATTATTTTA 
AACGTCATGGTTGGCCAGGTAATCAACCAATTGCAGTGAAAGCAAAAATATCCGGTGATCAATTT 
AATGCTATTATTAAAATGGGTATTGAACCAAAATATACAGTCACTGAGTTGGCTAAGTTTGGTAT 
TGAGTCTCAGGAAAAAGTTGATCCTAGTTTAAAGGCAGCGCTTATTGAGTTAGATGGTAAAAATG 
GTCCTGAGTATTGGCTGGCTTTTCAGGATTTTTATGCCATCACACGCTATAATCACAGTCAAAAA 
TATGCAATGGCGGTGTATGATTTGAGTCAAGACATTGCTCATTATCGTCGTTTAGCACTGAAAGA 
AAGCCACTCAAAAGGCTCTTAA 
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MRRSYWLGLLIFLNGFFITTHAASNTLAVSASTNSKSAEYIQRADVKSYINDLVKQYGFSKAQLE 

RWFHHAKANQRALEILQRPAEKWTWQQYRSWLVSTKRAKEGAEFWQSNRQTLRRAER]^ 

VILAIIGVESSYGKNVGGFPTFWLTTLAFDYKRRSEFFKRELiTEFLLLMRDQKJy^ 

GALGLPQFMPSSYRYYAVDFSGDGHKNLFSNDADVIGSIGNYFKRHGWPGNQPIAVKAKISGDQF 

NAIIKMGIEPKYTVTELAKFGIESQEKVDPSLKAALIEIiDGKNGPEYWLAFQDFYAITRYNHSQK 

YAMAVYDLSQDIAHYRRLALKESHSKGS 
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FICURA 6 
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Amp 



on 




lad 



,f1 origin 

^ Aval (1433) 
jraeRll (1433) 
/^c? I (1433) 
ilEagl (1441) 
'll,Eciy^ (1441) 
i/Not I (1441) 
\Xma 111 (1441) 
Hind 111 (1448) 
Sa/1 (1454) 
\ £"^7 1361 1 (1463) 
^;^cl (1465) 
%EcoK\ (1467) 
^^^amH\ (1473) 
£"^0 RV (1481) 
\;^(yV6'o 1 (1487) 

651 (1509) 
|j^5;7718(1509) 
\ii^«I(1513) 
. ^/11(1516) 
trxA 
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f 1 origin xho I 
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f1 origin Xho I 
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f1 origin xho I 
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f1 origin Xho I 
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